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Vergleich der Proteinexpression von Primär- und Rezidivglioblastomen mittels 
zweidimensionaler Gelelektrophorese 
Universität Leipzig, Dissertation 
86 Seiten, 125 Literaturangaben, 28 Abbildungen, 11 Tabellen 
Das Glioblastoma multiforme gehört zu den ZNS-Tumoren neuroepithelialen 
Ursprungs. Es zeichnet sich durch ein multiformes Zellbild, einen geringen 
Differenzierungsgrad und eine schnelle Krankheitsprogression aus. Trotz 
mikrochirurgischer Entfernung und anschließender Radiochemotherapie entwickeln 
die Patienten im Durchschnitt nach 7 Monaten einen Rezidivtumor und haben eine 
mittlere Überlebenszeit von 14,6 Monaten. Die Rezidivneigung stellt somit ein großes 
Problem in der Behandlung von Glioblastompatienten dar. In früheren Arbeiten 
konnte nachgewiesen werden, dass die Rezidivtumore eine andere 
Zellzusammensetzung und auch ein aggressiveres Wachstumsverhalten als deren 
Primärformen aufweisen. Ziel dieser Arbeit war es, zu prüfen ob mittels 
2D-Gelelektrophorese und anschließender MALDI-TOF-Massenspektrometrie 
Unterschiede im Proteinexpressionsmuster zwischen Gewebeproben vom 
Primärtumor eines Glioblastoms WHO Grad IV und dem korrespondierendem 
Rezidivtumor eines Patienten detektierbar sind. Hierbei wurden 43 Proteine als 
differentiell exprimiert erkannt, von denen mit Hilfe der MALDI-TOF-
Massenspektrometrie sechs genauer charakterisiert wurden. Vier der sechs Proteine 
waren im Rezidivtumor erhöht: EnoylCoA-Hydratase, ATP-Synthase Untereinheit d, 
Tropomyosin alpha-3-Kette Isoform 2 und Cathepsin D. Die anderen zwei waren im 
Rezidivtumor niedriger ausgeprägt: Nukleosid-Diphosphatkinase A und L-3-
Phosphoserin-Phosphatase. Eine weitere Untersuchung mittels Western-Blot-
Analyse bestätigte, dass Cathepsin D (als eines der sechs charakterisierten Proteine) 
tatsächlich auch in den Rezidivtumoren dreier weiterer Patienten stärker exprimiert 
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1.1 Glioblastoma multiforme 
Tumore des zentralen Nervensystems (ZNS) werden nach ihrem 
histopathologischen Erscheinungsbild eingeteilt. Laut derzeit gültiger 
Klassifikation der Weltgesundheitsorganisation (WHO) werden die ZNS-Tumore 
demjenigen Zelltyp zugeordnet, dessen wesentlichen Merkmale sie teilen und 
von dem sie sich mit großer Wahrscheinlichkeit ableiten. Daneben wird der 
Grad der Zelldifferenzierung berücksichtigt. Demzufolge zählt das Glioblastoma 
multiforme unter den Tumoren neuroepithelialen Ursprungs zu den 
astrozytischen Tumoren (Louis et al. 2007). Makroskopisch stellt es sich 
inhomogen (multiform) dar, bestehend aus großen Nekrosezonen mit 
randständigen, grauen, fleischigen Tumormassen. Einblutungen und 
umgebende Marködeme können häufig beobachtet werden. Mikroskopisch 
präsentiert es sich als ein zellreicher, anaplastischer Tumor mit einem 
heterogenen Zellbild, unter anderem bestehend aus spindelförmigen Zellen, 
kleinen anaplastischen Zellen und pleomorphen mehrkernigen Riesenzellen. 
Weiterhin sind Kernatypien, hohe mitotische Aktivität, vermehrte 
Gefäßproliferation und Tumorgewebsnekrosen zu beobachten (Reifenberger, 
Collins 2004). Diese Merkmale, der geringe Differenzierungsgrad, die rasche 
Tumorprogression und das schlechte Überleben begründen die Einstufung als 
WHO Grad IV Tumor (Louis et al. 2007). 
Prinzipiell muss zwischen primären und sekundären Glioblastomen 
unterschieden werden. Im histopathologischen Bild ist eine Differenzierung 
nicht möglich, jedoch in ihrer Entwicklung. Primäre Glioblastome entstehen de 
novo ohne eine erkennbare niedrig maligne Vorläuferläsion durch multiple 
Genveränderungen und machen 95 % der Glioblastome aus (Ohgaki et al. 
2004). Die viel seltener (5 %) vorkommenden sekundären Glioblastome gehen 
aus weniger malignen Vorstufen, wie dem niedrig malignen diffusen Astrozytom 
WHO Grad II oder dem anaplastischen Astrozytom WHO Grad III, hervor. Des 
Weiteren sind die beiden Formen durch unterschiedliche genetische 
Veränderungen voneinander abgrenzbar. Primäre Glioblastome haben deutlich 




PTEN-Mutationen (Phosphatase und Tensin Homolog). Wohingegen bei der 
sekundären Form eher Mutationen von Tumorsuppressorgen 53 (TP53) 
auftreten (Ohgaki, Kleihues 2007). 
Das Glioblastom macht in Europa 33 % der Tumore des ZNS aus und ist mit 
einer 5-Jahres-Überlebensrate von 2,7 % der Tumor mit der schlechtesten 
Prognose (Sant et al. 2011). Das mittlere Erkrankungsalter liegt bei 62 Jahren 
(Ohgaki, Kleihues 2005). Es tritt vor allem im Großhirn auf und hier bevorzugt 
im Frontal- und Temporallappen (Huber et al. 1993). Durch die tiefe Infiltration 
der Tumorzellen in das gesunde Hirngewebe ist die alleinige Resektion nicht 
ausreichend. Aktueller Therapiestandard besteht daher aus mikrochirurgischer 
Entfernung mit anschließender Radiochemotherapie. Trotz der Fortschritte im 
Therapieregime mit dem Einsatz modernster Zytostatika liegt die mediane 
Überlebenszeit bei 14,6 Monaten nach Diagnosestellung bei maximaler 
Therapie, bestehend aus Resektion, Bestrahlung und Temolozomid-
Chemotherapie (Stupp et al. 2005). 
1.2. Rezidivglioblastome 
Definition und Diagnose 
Zur schlechten Prognose des Glioblastoms trägt auch die Eigenschaft der 
Rezidivneigung bei. Die Definition eines Rezidivs umfasst dabei das in der 
Bildgebung sichtbare Tumorwachstum oder die Manifestation neuer klinischer 
Symptome nach einem tumorfreien Intervall oder einem Intervall der 
vollständigen Tumorkontrolle (Hou et al. 2006). Nach erfolgter Primärtherapie 
mit Resektion, Radiotherapie und Temolozomid-Chemotherapie treten nach 
einem progressionsfreien Intervall von im Mittel 6,9 Monaten Rezidivtumoren 
auf. Circa 90 % der Glioblastompatienten wiederfährt eine 
Krankheitsprogression (Stupp et al. 2005). 
Laut S1-Leitlinien sollen nach erfolgter Primärtumortherapie im Abstand von 
drei Monaten MRT-Kontrollen durchgeführt werden (Diener, Putzki 2008). Dabei 
besteht die Schwierigkeit darin, zwischen Rezidivtumor und 
bestrahlungsinduzierter Nekrose zu unterschieden. Beide sind strukturell 
ähnlich und weisen beispielsweise vasogene Ödembildung, Blut-Hirn-




bei der Differenzierung zu gewinnen, kann es nötig sein, eine 
[18F]-Fluordesoxyglukose-Positron-Emission-Tomografie durchzuführen (Doyle 
et al. 1987). Hierbei wird die Glukosemetabolisierung detektiert. Demnach ist 
bei einem Rezidivtumor ein Signal vorhanden, bei einer bestrahlungsinduzierten 
Nekrose nicht. 
Rezidiventstehung 
Die vorherrschende Theorie zur Entstehung dieser Rezidivtumore besagt, dass 
innerhalb der vielen heterogenen Glioblastomzellen eine Subpopulation von 
Zellen existiert, die den neuronalen Stammzellen sehr ähnlich ist. Beide 
Zellarten besitzen den Oberflächenmarker CD133 (Prominin-1) (Singh et al. 
2003). Diese Zellen verfügen über die entscheidenden Eigenschaften von 
Stammzellen wie Multipotenz, extreme Teilungsfähigkeit und die Potenz zur 
Selbsterneuerung. Das bedeutet, orthotop in ein Gehirn einer 
immunsupprimierten Maus injiziert, generieren sie wieder glioblastomartige 
Tumore (Galli et al. 2004; Singh et al. 2004). Außerdem konnte nachgewiesen 
werden, dass diese Zellen bestrahlungsresistent sind und nach erfolgter 
Bestrahlung die gleiche Tumorbildungspotenz aufweisen. Dies wird durch die 
Aktivierung von DNA-Reparatur-Mechanismen, wie der Serin/Threonin-
Proteinkinase Chk1 und Chk2 (Checkpoint Homolog 1 und 2), an bestimmten 
Kontrollpunkten im Zellzyklus und der Verhinderung der Apoptose durch 
verringerte Caspase-3-Konzentrationen realisiert (Bao et al. 2006). Nach 
Bestrahlung waren sogar anteilig mehr CD133 positive Zellen im Tumor. Auch 
gegenüber den üblichen Chemotherapeutika konnten Resistenzen 
nachgewiesen werden. Ein erhöhte Menge des DNA-Reparaturenzyms 6-O-
Methylguanine-DNA-Methyltransferase zum Beispiel ist für die Resistenz 
gegenüber alkylierenden Substanzen verantwortlich (Liu et al. 2006). Ein 
Reservoir dieser Zellen bildet sich in der sogenannten perivaskulären Nische 
aus. Hier bilden Tumorstammzellen und Endothelzellen eine Einheit. Von den 
Endothelzellen sekretierte, parakrin wirksame Faktoren beeinflussen die 
Tumorstammzellen und halten deren undifferenzierten Status aufrecht 
(Calabrese et al. 2007). 
Die tiefe Infiltration der Tumorzellen erfordert nach der Resektion eine 




die verbliebenen CD133-positiven Zellen diese Bestrahlung und Chemotherapie 
und sind danach verantwortlich für die Rezidivtumorbildung. In den 
Rezidivtumoren wurde ein größerer Anteil dieser Zellen gefunden (Tamura et 
al.2010) und es konnte nachgewiesen werden, dass sie ein verändertes, 
aggressiveres Wachstumsverhalten aufweisen (Huang et al. 2008). Dieses 
zeichnet sich durch einen loseren Zellverband und eine größere Infiltration aus. 
In Abb. 1 ist die Rezidiventwicklung dargestellt.  
 





Derzeitig gibt es keine Standardtherapie für Rezidivglioblastome. Laut Leitlinien 
soll grundsätzlich die mikrochirurgische Entfernung in Betracht gezogen 
werden. Als weitere Therapieoptionen stehen auch die Chemo- und 
Strahlentherapie zur Verfügung (Diener, Putzki 2008). Vielversprechende neue 
Therapieansätze, wie die Hemmung der Tumorvaskularisierung und somit auch 
Zerstörung des Tumorstammzellreservoirs, sind in Erprobung (Vredenburgh et 
al. 2007). 
1.3. Proteom und Proteomforschung 
Das Proteom umfasst die Gesamtheit der zellulären Proteine, als Produkte der 
aktiven Gene, zu einem definierten Zeitpunkt. Die Proteomzusammensetzung 
ändert sich im Laufe des Zellzyklus bzw. im Leben des Organismus, während 
das Genom konstant bleibt. Proteine wirken als Enzyme, Transportproteine, 
Strukturproteine, Hormone und spielen eine wichtige Rolle bei der Immun-
Vereinfachtes Schema zur Rezidiventwicklung; nach der Resektion verbliebenen CD133 
negative Tumorzellen (TZ, grün) sprechen auf die Therapie an (grau), durch Radio- und 
Chemoresistenz der CD133-positiven Tumorstammzellen (TSZ, rot) bleiben diese unberührt 
und generieren den Tumor neu, der Anteil an TSZ ist im Rezidiv größer und der Zellverband 




abwehr. Fundamentale Prozesse wie die Gentranskription, Zellzykluskontrolle 
und Signaltransduktion, sind von der korrekten Funktion der Proteine abhängig.  
Im letzten Jahrzehnt entschlüsselten groß angelegte Genomforschungsprojekte 
die Genome verschiedener Organismen. Aufgrund der Exon-Intron-Struktur der 
Gene ist es allerdings nur sehr eingeschränkt möglich, aus den ermittelten 
Gensequenzen einen Rückschluss auf die in den Abschnitten kodierte m-RNA 
zu ziehen. Selbst eine genaue Kenntnis der Struktur der m-RNA und ihre 
Quantifizierung in einer definierten Population von Zellen oder einem Gewebe 
lassen keine eindeutigen Rückschlüsse auf die Menge an gebildetem Protein 
zu. So haben Studien gezeigt, dass die Menge der m-RNA unverändert sein 
kann, währenddessen die Menge des kodierten Proteins um das 20 fache 
erhöht ist (Gygi et al. 1999). Außerdem unterliegen viele Proteine 
posttranslationalen Modifikationen wie Phosphorylierungen und 
Glykosylierungen (Uy, Wold 1977). Aktuell entschlüsselt das „Human-Proteom-
Projekt“ die Proteine der circa 20.300 proteinkodierende Gene. Dabei erwartet 
man geschätzte eine Million Proteine und Isoformen zu entdecken. Diese 
Vielzahl entsteht durch DNA-Rekombination, alternatives Splicing und 
zahlreiche posttranslationale Modifikationen (Legrain et al. 2011). Da die 
Proteine die eigentlichen Funktionsträger auf zellulärer Ebene sind, kann durch 
eine genaue Kenntnis des Proteoms eine verlässlichere Aussage über die 
physiologischen Funktionen einer Zelle getroffen werden als über die 
Quantifizierung der, die Proteine kodierenden, m-RNAs. Diese Überlegungen 
bildeten die Grundlage der in der vorliegenden Arbeit durchgeführten Studien. 
Geschichte 
Den entscheidenden Durchbruch in der Proteomforschung gab es 1975, als die 
Methode der zweidimensionalen Gelelektrophorese es möglich machte, 
Proteingemische zu separieren (O'Farrell 1975; Klose 1975). Hundert bis 
tausend Proteine können hiermit in einem Versuchsansatz separiert werden. 
Durch fehlende Proteinidentifikationsmöglichkeiten konnten anfangs nur die 
Proteinmuster verglichen und Unterschiede festgestellt werden. Mit der 
Weiterentwicklung der Methoden für die Massenspektrometrie, wie 




Desorption/Ionisation, gelang es bald Biomoleküle wie Proteine und Peptide zu 
identifizieren.  
Methoden der Proteomforschung 
Die wichtigste Methode der Proteomforschung ist auch heute die 
zweidimensionale Gelelektrophorese. Sie trennt das Proteingemisch nach zwei 
Kriterien auf. In der ersten Dimension ist der isoelektrische Punkt des Proteins 
entscheidend. In einem immobilisierten pH-Gradienten wandert das Protein im 
elektrischen Feld bis zu dem pH-Wert, an dem seine Nettoladung Null beträgt, 
seinem isoelektrischen Punkt. Die zweite Dimension trennt die Proteine 
entsprechend ihrer molekularen Masse in einem SDS (Sodium-Dodecyl-Sulfat)-
Polyacrylamidgel mit definierter Porengröße auf. Die resultierenden 
Proteinmuster werden verglichen und die Spotintensitäten mittels 
Bildanalysesoftware quantifiziert. Proteine mit unterschiedlicher Expression 
werden vom Gel extrahiert und tryptisch verdaut. Die Massenspektrometrie 
stellt eine weitere wichtige Methode der Proteomforschung dar. Hierbei wird das 
zu analysierende Biomolekül in die Gasphase überführt und ionisiert. In der 
Proteomforschung findet dabei vor allem das MALDI-TOF (Matrix-unterstütze 
Laser-Desorption/Ionisation – Time of flight) Verfahren Anwendung. Die durch 
den tryptischen Verdau entstandenen Peptide werden mit einer Matrix 
cokristallisiert und mittels Laserbeschuss in die Gasphase gebracht. Die so 
entstandenen Peptidionen werden in einem elektrischen Feld beschleunigt und 
entsprechend ihrem Masse-Ladungsverhältnis getrennt. Eine Flugzeitanalyse 
lässt auf die Masse schließen. In Abb. 2 ist der Aufbau eines solchen 
Massenspektrometers dargestellt. 
 
Abb. 2 MALDI-TOF -Massenspektrometrie 
 
Schematische Darstellung eines MALDI-TOF-Massenspektrometers; mit Hilfe von 
Laserbeschuss wird die Probe, welche in Matrix gebettet ist, verdampft, ionisiert und in einem 
elektrischen Feld beschleunigt, dabei bewegen sich schwere Teilchen langsamer, der 




Die Identifizierung erfolgt durch den Vergleich der ermittelten Massen mit 
theoretischen Peptidmassen von bekannten Proteinen, welche in Datenbanken 
hinterlegt sind. Der Ablauf dieser Arbeitsschritte ist in Abb. 3 dargestellt. 
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Vereinfachtes Schema zur Darstellung der relevanten Arbeitsschritte; Proteinpräparation mit 
anschließender Separation, die resultierenden Proteinmuster werden verglichen, die 
unterschiedlich exprimierten Proteine extrahiert und tryptisch verdaut, die Analyse der Peptide 




Aktueller Stand der Proteomforschung bei Gliomen 
In den letzten Jahren gab es zahlreiche Studien, die das Proteom von 
Glioblastomen erforschten. Dabei kamen verschiedene Techniken und 
Untersuchungsmaterialien zum Einsatz. Es wurden das Serum und der 
zerebrospinale Liquor von Glioblastompatienten untersucht. Außerdem kamen 
Glioblastomzellreihen und Tumorbiopsien zum Einsatz. Diese Biopsien 
stammten entweder von Patienten oder von Tiermodellen. Um das 
Proteinexpressionsmuster der Glioblastome von gesundem oder weniger 
malignem Gewebe abgrenzen zu können, mussten Vergleiche angestellt 
werden. So wurden niedrigmaligne Gliome mit Glioblastomen (Odreman et al. 
2005), gesundes Hirn- mit Glioblastomgewebe (Collet et al. 2011), primäre mit 
sekundären Glioblastomen (Furuta et al. 2004) und Serum von gesunden mit 
Serum von kranken Patienten (Petrik et al. 2008) verglichen. Auch 
zerebrospinaler Liquor der unterschiedlichen Patientengruppen wurde 
gegenübergestellt (Schuhmann et al. 2010). Die Ziele der Proteomforschung 
konzentrieren sich auf die Suche nach neuen Angriffspunkten für die 
Glioblastomtherapie. Hierbei spielt die Identifikation von potentiellen Biomarkern 
eine große Rolle. Diese Biomarker sind ein dringend benötigter Beitrag, um die 
Diagnostik, die Therapieentscheidungen und die Prognoseabschätzung der 
Glioblastombehandlung zu erleichtern. 
Mehrere hundert Proteine konnten für das Glioblastom identifiziert werden 
(Niclou et al. 2010). Oftmals fehlt eine Validierung der gewonnenen Daten mit 
anderen Methoden wie Western-Blot, Immunhistochemie und quantitativer 
Realtime-PCR (Polymerase-Kettenreaktion), um zum Beispiel falsch positive 
Proteine zu detektieren. Das Problem besteht nun darin, die gewonnene Fülle 
an Daten zu sortieren, Überlappungen der verschiedenen Ansätze zu finden 
und die wichtigen Proteine herauszufiltern, um im Anschluss diese Proteine auf 
den Stufen der Genomics, Transkriptomics und Proteomics zu überprüfen und 





1.4. Ziele der Arbeit 
Es scheint unumgänglich, dass trotz Operation, Bestrahlung und 
Chemotherapie Patienten mit Glioblastoma multiforme nach im Mittel sieben 
Monaten ein Rezidiv entwickeln. Diese Entwicklung von Rezidivtumoren stellt 
ein großes Problem in der Glioblastomtherapie dar und ist verantwortlich für die 
schlechten Überlebenschancen der Patienten.  
Ziel der vorliegenden Arbeit war es, zu hinterfragen ob mittels 
2D-Gelelektrophorese und anschließender MALDI-TOF-Massenspektrometrie 
Unterschiede im Proteinexpressionsmuster zwischen Primärtumor eines 
Glioblastoms WHO Grad IV eines Patienten und dem korrespondierendem 
Rezidivtumor detektierbar sind. Hierzu erfolgte zuerst die Analyse mittels 
2D-Gelelektrophorese mit anschließender Identifizierung einer Auswahl der 
detektierten Proteine mittels MALDI-TOF-Massenspektrometrie. Im Anschluss 
sollte eine Validierung der gewonnenen Ergebnisse erfolgen, indem eines der 








Aceton Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe 
Acetonitril; LiChrosolv® Merck KGaA, Darmstadt 
Agarose Invitrogen Corporation, Carlsbad, CA, USA 
Aprotinin Sigma®-Aldrich, Steinheim 
Ammoniumpersulfat GE Healthcare, Uppsala, Schweden 
Benzamidin Sigma®-Aldrich, Steinheim 
Bromphenolblau- Natriumsalz SERVA, Heidelberg 
BSA Sigma®- Aldrich, Steinheim 
CHAPS Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe 
DeStreak 
GE Healthcare Bio Science, Upsala, 
Schweden 
Dimethylformamid Sigma®-Aldrich , Steinheim 
DryStrip Cover Öl GE Healthcare, Uppsala, Schweden 
DTT Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe 
EDTA Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe 
Essigsäure Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe 
Ethanol Baker, Deventer, NL 
FKS PAA, Pasching, Österreich 
Formaldehyd 37% Sigma®-Aldrich, Steinheim 
Glutaraldehyd Sigma®-Aldrich, Steinheim 
Glycerol GE Healthcare, Uppsala, Schweden 
Glycin Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe 
Harnstoff GE Healthcare, Uppsala, Schweden 
IGEPAL CA-630 Sigma®-Aldrich, Steinheim 
Iodacetamid GE Healthcare, Buckinghamshire, UK 
IPG-Buffer GE Healthcare, Uppsala, Schweden 
Isopropanol Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe 
Kaliumchlorid Merck KGaA, Darmstadt 




Magnesiumchlorid Serva, Heidelberg 
β-Mercaptoethanol Sigma®-Aldrich , Steinheim 
Methanol Baker, Deventer, NL 
Natriumacetat Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe 
Natriumcarbonat Merck KGaA, Darmstadt 
Natriumchlorid Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe 
Natriumthiosulfat Fluka (Sigma®-Aldrich), Steinheim 
NBT Fluka, Deisenhofen 
Pepstatin Sigma®-Aldrich, Steinheim 
Pierce 660nm Protein Assay Thermo Scientific, Rockford, USA 
PMSF Sigma®-Aldrich, Steinheim 
Rotiphorese® Gel 30 Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe 
Salzsäure Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe 
SDS Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe 
Silbernitrat Fluka (Sigma®-Aldrich), Steinheim 
TEMED Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe 
Tris Amersham Bioscience, Upsala, Schweden 
Tween 20 Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe 
x-Phosphat Roche Diagnostics, Mannheim 
 
2.2. Antikörper 
Goat anti rabbit IgG, Fc 
konjugiert mit Alkalischer 
Phosphatase (AP156A) 
Chemicon® International (heute Millipore 
GmbH, Schwalbach) 
Rabbit, polyclonal to ß-Actin 
(ab8227) 
Abcam pIc, Cambridge, Großbritannien 






Die verwendeten Tumorgewebe wurden im Rahmen von Hirntumoroperationen 
in der Klinik und Poliklinik für Neurochirurgie Leipzig bereitgestellt. Sie stammen 
von Tumoren, die histologisch als Glioblastoma multiforme WHO Grad IV 
klassifiziert wurden. Alle Patienten gaben ihr Einverständnis zur Verwendung 
des operativ entfernten Gewebes. 
Bezeichnung Geschlecht Alter Tumorlokalisation 
46/08 und 15/09 Patient 1 M 72 Rechts okzipital 
20/09 und 61/09 Patient 2 W 63 Rechts temporal-parietal 
25/06 und 35/07 Patient 3 W 65 Rechts frontal-temporal 
4/07 und 45/07 Patient 4 M 66 Rechts temporal-okzipital 
Tabelle 1 Untersuchungsmaterial 
2.4. Proteinstandards 
SpectraTM Multicolor Broad 
Range Protein Ladder 
Fermentas, St. Leon-Rot 
SpectraTM Multicolor Low 
Range Protein Ladder 
Fermentas, St. Leon-Rot 
2.5. Verbrauchsmaterialien 
96-Well-Platten Greiner bio-one, Frickenhausen 
Amicon® Ultra Centrifugal 
Filters 
Millipore, Carrigtwohill 
Äquilibrierröhrchen GE Healthcare Bio-Sciences Ab, Uppsala, 
Schweden 
Chirurgische Einmal-Skalpelle Aesculap AG& Co.KG, Tuttlingen 
Filterpapier (3 M Whatman) Carl Roth GmbH & Co, Karlsruhe 
Immobiline ™ DryStrips  
pH- Bereich 4-7 
GE Healthcare Bio-Sciences Ab, Uppsala, 
Schweden 
MµltiFlex Pipettenspitzen Carl Roth GmbH & Co, Karlsruhe 
Paper Wicks GE Healthcare Bio-Sciences Ab, 
Upsala,Schweden 
Pasteurpipetten Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe 
Pipettenspitzen Carl Roth GmbH & Co, Karlsruhe 
PVDF-Membran Biorad Laboratories GmbH, München 






Eppendorf, Hamburg  
Sarstedt AG & Co., Nürnbrecht 
 
Sample Cups GE Healthcare Bio-Sciences Ab, 
Upsala,Schweden 
Serologische Pipetten, steril Greiner bio-one GmbH, Frickenhausen 
Zentrifugenröhrchen 
verschiedener Größen 
TechnoPlasticProducts, Trasadingen, Schweiz 
2.6. Geräte 
Analysewaage „FA 110-4i” Faust, Köln 
Bioruptor Diagenode, Liège, Belgien 
Dounce-Homogenisator Braun Melsungen AG, Melsungen 
Ettan IPGphor II Strip Holders GE Healthcare, Uppsala, Schweden 
EttanTM DALT six 
Electrophoresis Unit 
GE Healthcare, Uppsala, Schweden  
EttanTM IPGphor IITM GE Healthcare, Uppsala, Schweden 
Image Scanner GE Healthcare, Uppsala, Schweden 
Magnetrührer RCT basic IKA Labortechnik, Wilmington, DE, USA 
Mikrowelle „1029“ Privileg 
Mikrozentrifuge 22R Hettich Zentrifugen, Tuttlingen 
Mini Trans-Blot® Cell Biorad Laboratories GmbH , München 




Brand GmbH & Co.KG, Wertheim 
 Power Pac 1000 
Spannungsquelle 
Biorad Laboratories GmbH , München 
Power Pac 300 
Spannungsquelle 
Biorad Laboratories GmbH, München 
Spannungsquelle EPS 601 GE Healthcare, Uppsala, Schweden 
Spectra Max M5 Molecular Devices, Sunnyvale, USA 
Thermomixer comfort Eppendorf AG, Hamburg 
Thermostat „Ecoline RE 106” Lauda GmbH & Co.KG, Lauda-Königshofen 
TransBlot™ SemiDry Transfer 
cell system 
Biorad Laboratories GmbH, München 




Umwälzpumpe E100 Lauda Dr.R. Wobser GmbH Co.KG, Lauda- 
Königshofen 
Vakuumpumpe Laborbedarf Werner GmbH, Leipzig 
Vertikalschüttler KS501 digital IKA® Werke GmbH & Co.KG, Staufen 
Vortex Mixer Stuart, Staffordshire, UK 
Waage BL 1500S Sartorius, Göttingen 
Zentrifuge 
„Heraeus®Labofuge®400 R“ 
Thermo Fisher Scientific Germany Ltd. & 
Co.KG, Bonn 
Zentrifuge „5415 D“ Eppendorf AG, Hamburg 
Taumelschüttler „Polymax 
1040 
Heidolph Instruments GmbH & Co.KG, 
Schwabach 
2.7. Lösungen 
Es sind die Endkonzentrationen der Lösungen angegeben. 
10x Laemmli SDS 
Elektrophorese-Puffer 
250 mM Tris 
 1,92 M Glycine 
 1 %(w/v) SDS 
   Mit HCl auf pH 8,8 titrieren 
Äquilibrierlösung 6 M Harnstoff 
 75 mM Gelpuffer (4fach) 
 29,3 %(w/v) Glycerol  
 2 %(w/v) SDS 
 0.002 %(v/v) Bromphenolblaustamm-
lösung 
Agarose-Lösung 25 mM Tris 
 192 mM Glycin 
 0,5 %(w/v) Agarose 
 0,002 %(w/v) Bromphenolblaustamm-
lösung 
Ammoniumpersulfatlösung 10 %(w/v) Ammoniumpersulfat 
Bromphenolblaustammlösung 1 %(w/v) Bromphenolblau 
 50 mM Tris 
Gel-Absetzlösung 375 mM Tris 




Gelpuffer (4fach) 75 mM Tris 
   Mit HCl auf pH 8,8 titrieren 
Lysepuffer Tris- KCl-Puffer 
 Proteaseinhibitoren: 
 0,025 mg/ml Aprotinin 
 2,5 mM Benzamidin 
 1 mM DTT 
 0,025 mg/ml Leupeptin 
 0,01 mg/ml Pepstatin 
 2,5 mM PMSF 
Präparationslösung 8 M Harnstoff 
 4 %(w/v) CHAPS 
 2 %(v/v) IPG Buffer 
 40 mM DTT 
Rehydrierlösung 8 M Harnstoff 
 2 %(w/v) CHAPS 
 2 %(v/v) IPG-Buffer 
 0,002 %(v/v) Bromphenolblaustamm-
lösung 
SDS-Lösung 10 %(w/v) SDS 
Tris-KCl-Puffer 10 mM Tris 
 75 mM KCl 
2.7.1. Färbelösungen 
Qualitative Gele 
Entwicklerlösung 2,5 %(w/v) Natriumcarbonat  
 250 %(v/v) Formaldehyd pro 500 ml 
Lösung    In Aqua dest.  
Fixationslösung 40 %(v/v) Ethanol 
 10 %(v/v) Essigsäure 
    




Sensitivierlösung  30 %(v/v) Ethanol 




 0,2 %(w/v) Natriumthiosulfat 
 6,8 %(w/v) Natriumacetat 
Silbernitratlösung (0,25%) 0,25 %(w/v) Silbernitrat 
 0,015 %(v/v) Formaldehyd 
   In Aqua dest. 
Stop-Lösung 1,5 %(w/v) EDTA 
Quantitative Gele 




 0,05 %(v/v) Formaldehyd 
Färbelösung 0,2 %(w/v) Silbernitrat 
 0,076 %(v/v) Formaldehyd 
Fixationslösung 50 %(v/v) Ethanol 
 12 %(v/v) Essigsäure 
 0,05 %(v/v) Formaldehyd 
Sensitivierungslösung 0.02 %(w/v) Natriumthiosulfat 
Stop-Lösung 50 %(v/v) Ethanol 
 12 %(v/v) Essigsäure 
Waschlösung 20 %(v/v) Ethanol 
2.7.2. Western-Blot 
4x Samplepuffer 39,5 %(v/v) Glycerol 
 277 mM SDS 
 15 %(v/v) - Mercaptoethanol 
 250 mM Tris 
 1,23 %(w/v) Bromphenolblau 
10x TBS 1,5 M NaCl 
 0,1 M Tris 




AP-Puffer 100 mM TRIS 
 100 mM NaCl 
 5 mM MgCl2 
BSN-Puffer (mit SDS) 48 mM Tris 
 39  mM Glycin 
 20 %(v/v) Methanol 
 (0,1 %(w/v) SDS) 
NBT-Stammlösung 7,5 %(w/v) NBT 
 in  Dimethylformamid (70%) 
Sammelgelpuffer 0,5 M Tris 
   Mit HCl auf pH 6,8 titrieren 
TBS-Tween 1x  TBS 
 0,1 %(v/v) Tween 20 
Trenngelpuffer 1,5 M Tris 
   Mit HCl auf pH 8,8 titrieren 
x-Phosphat-Stammlösung 5 %(w/v) x-Phosphat 
 In  Dimethylformamid (70%) 
2.8. Software 
SoftMax Pro Molecular Devices, Downingtown, USA 
Magic scan 23V4.6 GE Healthcare; Uppsala, Schweden 
ImageMaster 2D Platinum 6.0 GE Healthcare, Uppsala, Schweden 




2.9. Statistische Auswertung 
Die statistische Auswertung erfolgte mittels Statistikmodulen, die in der 





3.1. Proteinpräparation aus Gewebeproben 
Die Proteine wurden aus Gewebe von Glioblastomen WHO Grad IV isoliert, 
welche durch die Klinik und Poliklinik für Neurochirurgie zur Verfügung gestellt 
wurden. Es wurde in eiskaltem Tris-KCl-Puffer zerkleinert und im Anschluss in 
den vorgekühlten Dounce-Homogenisator überführt. Zum Lysepuffer wurden 
5 µl IGEPAL pro ml gegeben. Nach Zugabe von 1 ml dieses Lysepuffers zu den 
Proben wurden diese 10- bis 15-mal zerstampft und à 300 µl aliquotiert. Nun 
folgte die Zelllyse im Bioruptor mittels Ultraschall für 8 Minuten bei 30 sec ON/ 
30 sec OFF auf höchster Stufe. Danach erfolgte eine 20-minütige Zentrifugation 
bei 4°C und 12000 g. Der Überstand wurde abgenommen, Aceton im Verhältnis 
3:1 zur Proteinfällung hinzugegeben und 1 Stunde bei -20°C inkubiert. Nun 
folgte eine weitere Zentrifugation (45 Minuten, 19000 g, 4°C), um die 
ausgefallenen Proteine zu sedimentieren. Das Aceton wurde abgenommen, das 
zurückgebliebene Pellet 3 bis 5 Minuten luftgetrocknet und zuletzt je nach 
weiterer Verwendung in Präparationspuffer (qualitiative Gele und Western-Blot) 
oder Rehydrierlösung (quantitiative Gele) resuspendiert. Dies erfolgte mit Hilfe 
des Ultraschallbades (5 Minuten) und des Thermomixers (20 Minuten). Abb. 4 
stellt alle genannten Arbeitsschritte in einem Fließschema dar. 
 





Um eine definierte Proteinmenge für die Auftrennung auftragen zu können, 
wurde die Konzentration des Proteinrohextraktes mit Hilfe des „Pierce® 660 nm 
Protein Assay Reagent“ bestimmt. Zur Erstellung einer Eichreihe wurde eine 
BSA-Verdünnungsreihe von 0,1 bis 1 mg/ml in Aqua dest. hergestellt. Von den 
Proben wurden 10 µl einer 1:10 Verdünnung in Aqua dest. für eine 
Dreifachbestimmung in eine 96-Well-Platte pipettiert. Nach Zugabe von 150 µl 
Pierce Protein Assay 660 nm und 10 minütiger Inkubation folgte die 
Absorptionsmessung bei 660 nm im Spectra Max M5. Mit Hilfe der SoftMaxPro 
Software wurden dann die Proteinkonzentrationen bestimmt. 
3.3. Zweidimensionale Gelelektrophorese 
3.3.1. Isoelektrische Fokussierung 
Für die isoelektrische Fokussierung (IEF) der Proteine in der ersten Dimension 
der 2D-Elektrophorese wurden kommerziell erhältliche IPG-DryStrips mit einer 
Länge von 24 cm und nicht linearem pH Gradienten (pH 3-11) oder linearem 
pH Gradienten (pH 4-7) verwendet. Der pH-Gradient ist im Gelstreifen fixiert 
und damit immobil. Die IPG-Strips lagen in dehydrierter Form vor.  
Qualitative Gele (Cup-Loading) 
Die IPG-Strips wurden in der entsprechenden Vorrichtung 20 Stunden passiv 
rehydriert. Zur Vorbereitung wurden 5,4 µl DeStreak-Reagenz in 450 µl 
Rehhydrielösung gegeben. Im Anschluss konnten die Strips möglichst 
luftblasenfrei mit der Gelseite nach unten in die Rehydrierlösung gelegt und mit 
mind. 1 ml Cover-Öl überschichtet werden. Das Cover-Öl dient dazu, der 
Austrocknung der IPG-Strips vorzubeugen. Die Rehydrierung erfolgte bei 
Raumtemperatur. Zur Vorbereitung der isoelektrischen Fokussierung wurde der 
Gelträger (Manifold) mit circa 120 ml Dry Strip Cover Öl gleichmäßig gefüllt und 
die rehydrierten Strips mit der Gelseite nach oben hineingelegt. Jetzt schloss 
sich die Platzierung der Auftragecups annodennah auf dem Gelstreifen an. Die 
in Aqua dest angefeuchteten Papierelektroden (Paperwicks) wurden an 
Anoden- und Kathodenseite auf den Gelstreifen gelegt und darauf die 
Elektroden gesetzt. Nun erfolgte die Auftragung der Proben. Es wurden jeweils 
100 µg Protein gelöst in 100 µl Präparationspuffer mit entsprechendem pH-




Tabelle 2 beschriebenen Programm im EttanTM IPGphor IITM bei 20ºC 
fokussiert. 
Zeit Einstellung Spannung 
1h Step and Hold 500 V 
8h Gradient 1000 V 
3h Gradient 8000 V 
10h Step and Hold 8000 V 
Tabelle 2 IEF-Programm für qualitative PAA-Gele 
Quantitative Gele (aktive Rehydrierung) 
Bei dieser Form der isoelektrischen Fokussierung wird die Rehydrierung mit der 
Probenauftragung verbunden, um größere Proteinmengen aufzutrennen. Hierzu 
wurden die Proteine schon bei der Präparation in Rehydrierlösung resolvatisiert. 
Die IPG-Strips wurden mit der Gelseite nach unten in 450 µl Rehydrierlösung, in 
der 1 mg Protein gelöst war, in spezielle IPG-Strip Holder gelegt. Diese wurden 
auf dem Ettan IGPhor II- System entsprechend der Herstellerhinweise platziert. 
Die Fokussierung erfolgte nach folgendem Programm (Tabelle 3): 
Zeit Einstellung Spannung 
10h Step and Hold 30 V 
1h Step and Hold 500 V 
8h Gradient 1000 V 
3h Gradient 8000 V 
10h Step and Hold 8000 V 
Tabelle 3 IEF-Programm für quantitative PAA-Gele 
3.3.2. Äquilibrierung 
Nach Beendigung der isoelektrischen Fokussierung war es nötig, die IPG-Strips 
mit dem SDS-Puffer, der für die zweite Dimension verwendet wurde, zu 
äquilibrieren. Dafür wurden sie mit Äquilibrierlösung und 10 mg/ml DTT (um 
Disulfidbrücken zu reduzieren) und im Anschluss in Äquillibrierlösung mit 
25 mg/ml Iodacetamid (um Rückfaltung zu verhindern) jeweils 15 Minuten leicht 





Zur Auftrennung der Proteine nach ihrer Molekülgröße wurde ein 12,5 % SDS-
Polyacrylamidgel (PAA) verwendet. Es setzte sich aus folgenden Komponenten 
zusammen (Tabelle 4). 
Lösung Menge  
Rotiphorese® Gel 30 250 ml  
1,5 M Tris Puffer, pH 8,8 150 ml  
SDS-Lösung 6 ml  
Aqua dest. 190 ml  
Ammoniumpersulfatlösung 4 ml  
TEMED 0,25 ml  
Tabelle 4 Zusammensetzung SDS-Polyacrylamidgel 
Vor Zugabe der beiden Katalysatoren Ammoniumpersulfat und TEMED wurde 
das Gemisch an die Vakuumpumpe angeschlossen und 30 Minuten gerührt, um 
eine optimale Polymerisation zu gewährleisten. Nach der Zugabe von 
Ammoniumpersulfat und TEMED wurde das Gemisch in die Gelkammer 
gegossen und mit Isopropanol überschichtet. Sobald die Polymerisation 
einsetzte, wurde das Isopropanol abgenommen und durch Absetzlösung 
ersetzt.  
Der Kontakt zwischen erster und zweiter Dimension wurde hergestellt, indem 
die äquilibrierten IPG-Strips nach dem Eintauchen in Elektrodenpuffer (um 
überschüssige Äquilibrierlösung und Mineralöl zu entfernen) auf das SDS-
Polyacrylamidgel platziert, mit Agaroselösung fixiert und luftblasenfrei 
angedrückt wurden. Zuvor wurde die Agaroselösung für 10 Minuten im 
Thermomixer auf 100ºC erhitzt. Nun konnten die Gelkassetten in der 
Elektrophoreseapparatur platziert werden. Die obere Kammer wurde aufgesetzt 
und mit 2 fach Laemmli-Puffer (Kathodenpuffer) gefüllt. Die untere Kammer 
wurde mit 1 fach Laemmli-Puffer (Anodenpuffer) bis zum Flüssigkeitsstand der 
oberen gefüllt. Angeschlossen war eine Umwälzpumpe, die das System auf 
25°C temperierte. Nun konnte der Deckel mit den Elektroden aufgesetzt und die 
Elektrophorese gestartet werden. Folgende Einstellungen wurden 





Zeit Stromstärke Spannung Leistung 
1h 10 mA pro Gel 80 V 1 W pro Gel 
6h 40 mA pro Gel 500 V 13 W pro Gel 
Tabelle 5 Programm SDS-Page 
Die Elektrophorese wurde gestoppt, sobald die Bromphenolblau-Front die 
untere Gelkante erreicht hatte. Nun wurden die Gelkassetten entnommen und 
geöffnet. Die IPG-Strips und die Agaroselösung wurden verworfen. Die Gele 
wurden in Fixationslösung gelegt und darin bei 8ºC bis zur Färbung aufbewahrt. 
3.3.4. Färbung der Gele 
Die Sichtbarmachung der Proteine erfolgte mit der Silberfärbung bei 
Raumtemperatur auf dem Vertikalschüttler. 
Qualitative Gele 
Die Gele wurden zur Analyse nach folgendem Färbeprotokoll (Tabelle 6) nach 
der Methode von (Blum et al. 1987) gefärbt. Zuvor wurden sie der 
Fixationslösung entnommen und drei mal 20 Minuten in Wasser gewaschen. 
Schritt Zeit Lösung 
Sensitivierung  60 Minuten Sensitivierlösung 
Waschen 5 x 10 Minuten Aqua dest. 
Färbung 60 Minuten Silbernitratlösung (0,25 %) 
Waschen 4 x 1 Minute Aqua dest. 
Entwicklung 3-5 Minuten Entwicklerlösung 
Stoppen der Färbereaktion 45 Minuten Stop-Lösung 
Waschen 3 x 5 Minuten Aqua dest. 
Lagerung  10 % Ethanol 
Tabelle 6 Färbeprotokoll qualitative Gele 
Quantitative Gele 
Die Gele für die massenspektrometrische Proteinanalyse wurden nach 






Schritt Zeit Lösung 
Waschen 3 x 20 Minuten Waschlösung 
Sensitivierung 5 Minuten Sensitivierungslösung 
Waschen 3 x 5 Minuten Aqua dest. 
Färbung 20-30 Minuten Färbelösung 
Waschen 4 x 1 Minute Aqua dest. 
Entwicklung 3 -5 Minuten Entwicklerlösung 
Stoppen der Färbereaktion 5 Minuten Stop-Lösung 
Waschen 3 x 5 Minuten Aqua dest 
Lagerung 4 °C  10 % Ethanol 
Tabelle 7 Färbeprotokoll quantitative Gele 
3.3.5. Analyse 
Für die Analyse wurden die qualitativen Gele durch zweimaliges Waschen mit 
Reinstwasser aus der Konservierungslösung entnommen und anschließend mit 
dem ImageScanner™ und der MagicScan Software im Durchlichtmodus 
eingescannt. Die Analyse erfolgte mittels ImageMaster 2D Platinum-Software. 
3.3.6. Extrahieren der Proteinspots 
Im zuvor gewässerten Gel wurde der entsprechende Proteinspot aufgesucht. 
Nun wurde der Proteinspot unter sterilen Bedingungen mit einem Skalpell 
ausgeschnitten, in ein mit Acetonitril gespültes Eppendorfreaktionsgefäß 




Es wurden pro Probentasche 20 µg Protein aufgetragen. Dazu wurden die 
Proben mittels Zentrifugalfiltern aufkonzentriert. Die Proteingemische wurden 
mit 4x Samplepuffer versetzt und 5 Minuten bei 95°C zur Denaturierung 
inkubiert. Anschließend wurden sie zentrifugiert und bis zur Auftragung auf Eis 
gelagert. 
3.4.2. SDS-Page 
Für die Western-Blot-Analyse wurden die Proteine in einem SDS-
Polyacrylamidgel aufgetrennt. Die Gele setzten sich aus folgenden 











Aqua dest 3,4 ml    1025 µl  
Rotiphorese Gel 30 4 ml  6 ml  215 µl  
Trenngelpuffer 2,5 ml  2,5 ml  415 µl  









TEMED 5 µl  5 µl  1,6 µl  
Tabelle 8 Zusammensetzung SDS-Gele Western-Blot 
Das Trenngel wurde gemischt, in die Vorrichtung gegossen und mit Ethanol 
überschichtet. Nachdem das Gel vollständig polymerisiert war, wurde mit einer 
Spritze das Ethanol abgezogen. Die Herstellung des Sammelgels erfolgte nach 
der oben genannten Vorschrift. Es wurde in die Vorrichtung auf das Trenngel 
gegossen. Der Kamm für die Probentaschen wurde vorsichtig eingeführt und 
die Taschen für die Proben geformt. Nach ca. 20 Minuten war die 
Polymerisation abgeschlossen und der Kamm konnte entfernt werden. Nun 
konnten die Gelkassetten in die Elektrophoreseapparatur (Biorad) eingesetzt 
werden. Die vorbereiteten Proben (s.o.) wurden mit Hilfe von Kapillarspitzen 
luftblasenfrei in die Geltaschen pipettiert. Als molekulare Standards dienten 
kommerziell erhältliche vorgefärbte Proteinleitern. Davon wurden 7,5 µl in die 
äußere Probentasche pipettiert. Als Elektrophoresepuffer diente ein einfach 
konzentrierter Laemmli-Puffer. Die Elektrophorese wurde mit 100 V gestartet. 
Nach dem Einlaufen der Bromphenolblaubande in das Trenngel wurde die 
Spannung auf 150 V erhöht, bis die Bande das untere Ende des Gels erreichte. 
3.4.3. Western-Blot 
Zur Übertragung der aufgetrennten Proben auf die PVDF- Membran erfolgte ein 
Western-Blot. Es wurden 6 Filterpapiere 5 Minuten in BSN-Puffer äquilibriert. 
Die PVDF- Membran wurde 1 Minute in Methanol aktiviert und anschließend 
zwischen den Filterpapieren gelagert. Danach wurde das Polyacrylamidgel aus 
der Kassette entfernt, das Sammelgel abgetrennt und das Trenngel in 
BSN-SDS-Puffer zwischengelagert. Auf die Blotapparatur wurden 3 
Filterpapiere, die Membran, das Gel und wieder 3 Filterpapiere möglichst 




aufgesetzt. Nun konnte der Blotvorgang für 1 Stunde bei 15 V gestartet werden. 
Nach erfolgtem Blotten wurde die Membran 2 Stunden bei Raumtemperatur in 
TBS-Tween (5 % BSA , 1 % FKS) geblockt. Danach folgte die Inkubation mit 
dem Primär-Antikörper über Nacht bei 8°C. Anti-Cathepsin D wurde 1:1000 und 
Anti-β-Actin 1:4000 in TBS-Tween verdünnt. Die Blots wurden im Anschluss 
3 mal 10 Minuten in TBS-Tween gewaschen. Die Inkubation mit dem 
sekundären Antikörper Goat-Anti-Rabbit (gekoppelt mit alkalischer 
Phosphatase) erfolgte in einer Verdünnung von 1:10000 in TBS-Tween für 1 
Stunde. Nach 3 Waschschritten von je 10 Minuten in TBS-Tween wurde die 
Membran für 5 Minuten mit dem AP-Puffer inkubiert. Im Anschluss wurde der 
Puffer mit AP-Färbelösung getauscht, unter Lichtausschluss gewartet bis sich 
die Banden violett färbten, die Farbreaktion mit Aqua dest. gestoppt und die 
Membran zum Trocknen zwischen zwei Filterpapiere gelegt. Nach dem 
Trocknen konnte die Membran eingescannt (Image Scanner) und mit dem 






Ziel der vorliegenden Arbeit war es, zu prüfen ob mittels 2D-Gelelektrophorese 
und anschließender MALDI-TOF-Massenspektrometrie Unterschiede im 
Proteinexpressionsmuster zwischen Primärtumor eines Glioblastoms 
WHO Grad IV eines Patienten und dem korrespondierendem Rezidivtumor 
detektierbar sind. Hierzu erfolgte zuerst die Analyse der Proteinmuster von 
Gewebeproben des Primär- und Rezidivtumors eines Patienten mittels 
2D-Gelelektrophorese und anschließend die Identifizierung einer Auswahl der 
differentiell exprimierten Proteine mittels MALDI-TOF-Massenspektrometrie. Im 
Anschluss sollte zur Prüfung der Gültigkeit dieser Methode die differentielle 
Expression eines der Proteine anhand einer Western-Blot-Analyse analysiert 
werden. 
4.1. Versuche zur Optimierung der 2D-Gelelektrophorese 
Für ein optimales Auftrennungsergebnis wurden im Vorfeld Versuche zum 
pH-Bereich der isoelektrischen Fokussierung, der ersten Dimension der 
2D-Gelelektrophorese, durchgeführt. Erst wurden IPG-Strips mit einem weiten 
pH-Bereich von 3-11 gewählt, bei denen im sehr sauren (pH 3) aber auch weit 
im basischen Bereich (pH 11) aufgetrennt wird (Abb. 5A). Da der Großteil der 
Proteinspots im neutralen bis sauren Bereich lag, wurde die isoelektrische 
Fokussierung anschließend mit einem pH-Bereich von 4-7 durchgeführt (Abb. 
5B). Abb. 5 zeigt zwei dieser Gele mit Proteinspotmuster im direkten Vergleich. 
Zu sehen sind drei Beispielregionen (blau, grün, rot), die jeweils die gleichen 
Proteingruppen markieren. Daraus ist ersichtlich, dass die einzelnen 
Proteinspots im pH-Bereich 4-7 besser abgrenzbar, somit leichter zu 
identifizieren und auch zu extrahieren sind. Aus diesem Grund wurde für die 
weiteren Experimente die isoelektrische Fokussierung im pH-Bereich von 4-7 
durchgeführt. 
Eine Striplänge von 24 cm wurde aufgrund der hohen Auflösung und 





Abb. 5 Polyacrylamidgele verschiedener pH Bereiche 
2D-Gele (A) IEF pH-Bereich 3-11 NL (B) IEF pH-Bereich 4-7, zweite Dimension jeweils 12,5% 
SDS-Page, Ringe gleicher Farbe bezeichnen die gleiche Proteingruppe, Ausgangsmaterial 




4.2. Vergleich Primär- und Rezidivtumor 
4.2.1. Analyse 
Nach oben beschriebener Methode wurde die 2D-Gelelektrophorese für die 
analytischen Polyacrylamidgele (PAA-Gele) durchgeführt. Die isoelektrische 
Fokussierung der Proteine erfolgte über einen pH-Bereich von 4 bis 7 und eine 
Strecke von 24 cm. Die anschließende Auftrennung nach der Molekülgröße 
fand in einer 12,5 % SDS-PAA-Elektrophorese statt. Zur Proteindetektion 
wurden die PAA-Gele mit Silber gefärbt. Dies erfolgte sowohl für die 
Proteingemische des Primärtumors, als auch für die Proteingemische des 
Rezidivtumors von Patient 1. Bei diesem Patient lagen 14 Monate zwischen der 
Erst-OP und dem Auftreten des Rezidivtumors. Jeweils drei PAA-Gele von 
jeder Tumorart wurden zum Vergleich mittels der 
ImageMaster 2D Platinum-Software herangezogen. 
Mit Hilfe dieser Software konnten die gefärbten Proteinspots automatisch und 
auch manuell detektiert, lokalisiert und in ihrer Intensität analysiert werden. Es 
wurden drei PAA-Gele des Primärtumors verglichen und zusammengepasst. 
Daraus wurde dann ein repräsentatives „Mastergel“ des Primärtumors erzeugt. 
Das Gleiche erfolgte auch mit den PAA-Gelen des Rezidivtumors. So konnten 
die beiden „Mastergele“ in ihrem Proteinspotmuster miteinander verglichen und 
Unterschiede detektiert werden  
In der Vergleichsanalyse ließen sich circa 700 Proteine aus den Gelen mit 
Proben von Primär- und Rezidivtumoren zuweisen. Von diesen detektierten 
Proteinspots wurden durch die in der ImageMaster 2D Platinum-Software 
implementierten Statistikmodule 43 Proteinspots als unterschiedlich exprimiert 





Abb. 6 43 als unterschiedlich exprimiert ausgewiesene Proteinspots zwischen 
Primär- und Rezidivtumor von Patient 1 
 
 
Tabelle 9 zeigt die Intensitäten der 43 als unterschiedlich exprimiert detektierten 
Proteinspots. Die Spotintensitäten wurden, als Mittelwerte von Spotintensitäten 
aus drei Gelen mit Proteinen des jeweiligen Tumors, berechnet. Der Mittelwert 
der Intensität eines Spots aus dem Primärtumor wurde als 100 % gesetzt und 
der Mittelwert des korrespondierenden Spots aus den Gelen des Rezidivtumors 
dazu ins Verhältnis. Die Standardabweichung ist mit aufgeführt. Der 
angegebene Signifikanzwert wurde mit dem Student`s t-test mittels der in der 
ImageMaster 2D Platinum-Software implementierten Statistikmodule berechnet. 
Ein Proteinspot konnte nur im Rezidivtumor detektiert werden (6839). Daher ist 
dieser in der Tabelle mit „nicht detektierbar (n.d.)“ und „vorhanden“ bezeichnet. 
Aus diesem Grund konnte hier keine Berechnung im Vergleich zwischen 










































Proteinspots unterschiedlicher Intensitäten zwischen Primär- und Rezidivtumor von Patient 1, 
repräsentatives 2D-Gel von einem Primärtumor, weiß umrandete Spots mit Spotnummern 
entsprechen den 43 differentiell exprimierten Spots (p˂0,05). Grün umrandeter Proteinspot 




Spotnummer Primärtumor Rezidivtumor p-Wert 
4831 100± 19,61 246,34 ± 35,19 0,0402 
4269 100± 24,18 338,97 ± 8,60 0,0004 
4222 100± 44,39 286,39 ± 14,92 0,0064 
4185 100± 19,76 176,33 ± 17,67 0,0215 
4177 100± 18,63 341,10 ± 7,04 0,0002 
3885 100± 50,33 553,80 ± 38,08 0,0208 
3825 100± 38,38 46,04 ± 25,42 0,0650 
3760 100± 40,38 216,98 ± 13,90 0,0152 
3733 100± 27,76 46,09 ± 37,50 0,0401 
3681 100± 19,73 247,34 ± 4,68 0,0004 
3427 100± 35,30 251,91 ± 14,42 0,0066 
3298 100± 34,67 308,27 ± 8,48 0,0012 
3286 100± 30,08 298,83 ± 33,84 0,0280 
3282 100± 36,86 177,42 ± 11,59 0,0302 
3205 100± 2,56 347,73 ± 22,37 0,0054 
3193 100± 26,75 162,13 ± 21,89 0,0596 
3123 100± 20,30 157,36 ± 7,42 0,0129 
3094 100± 17,62 47,26 ± 43,09 0,0252 
2960 100± 16,24 315,44 ± 8,97 0,0004 
2955 100± 47,49 206,90 ± 23,55 0,0452 
2935 100± 27,18 162,01 ± 11,67 0,0285 
2800 100± 4,92 362,54 ± 6,12 0,0000 
2776 100± 38,37 241,40 ± 9,20 0,0054 
2564 100± 34,89 383,78 ± 10,02 0,0008 
2479 100± 16,74 162,41 ± 9,44 0,0089 
2409 100± 13,71 143,47 ± 14,26 0,0335 
2298 100± 3,23 189,62 ± 9,73 0,0012 
2286 100± 18,75 170,12 ± 4,95 0,0042 
2281 100± 18,40 193,63 ± 13,64 0,0073 
2147 100± 14,46 204,55 ± 10,84 0,0025 
1672 100± 14,06 205,36 ± 4,95 0,0005 
1671 100± 19,29 228,51 ± 15,78 0,0056 
1620 100± 13,69 163,32 ± 9,85 0,0066 
1436 100± 14,60 301,18 ± 10,06 0,0005 
1398 100± 3,11 118,65 ± 3,24 0,0030 
1090 100± 19,97 35,75 ± 35,90 0,0093 
1069 100± 7,04 53,60 ± 25,77 0,0067 
6101 100± 30,25 48,86 ± 30,02 0,0489 
6469 100± 41,67 403,50 ± 9,73 0,0008 
6499 100± 18,21 612,95 ± 12,35 0,0004 
6839 n.d. vorhanden n.b. 
7316 100± 26,43 181,64 ± 6,54 0,0081 
8503 100± 61,63 686,44 ± 7,26 0,0002 
Tabelle 9 Relative Spotintensitäten im Vergleich 
 
 
43 zwischen Primär- und Rezidivtumor von Patient 1 in ihrer Intensität unterschiedliche 
Proteinspots mit Spotnummer, Intensitäten ± Standardabweichung in Prozent; n.d. nicht 





Für eine weitere Analyse der 43 differentiellen Proteine wurden 5 ausgewählt. 
Die Auswahl ging hierbei vor allem von der Position der Proteinspots aus. Sie 
sollten so lokalisiert sein, dass sie gut aus dem Gel ausgeschnitten werden 
konnten, ohne die Gefahr einer Verunreinigung durch den Nachbarspot. 
Außerdem sollten sie gut wiederauffindbar im Gel sein. Abb. 7 zeigt jeweils ein 
PAA-Gel vom Primärtumor und Rezidivtumor im Vergleich. Markiert und 
beschriftet sind die fünf Proteinspots, die zur MALDI-TOF-MS Analyse 
ausgewählt wurden. 
 




















2D-Gele Vergleich Proteinspotmuster Primärtumor (oben) und Rezidivtumor (unten) von 
Patient 1, eingekreiste Spots entsprechen den fünf in ihrer Intensität signifikant 




4.2.2. MALDI-TOF- Massenspektrometrie 
Für die massenspektrometrische Analyse der Proteinspots ist eine höhere 
Proteinmenge als für die qualitativen PAA-Gele nötig. Deshalb wurde ein 
quantitatives PAA-Gel für jede Tumorart angefertigt, in dem 1 mg des 
Proteingemisches aufgetrennt wurde. Die Methode ist in Kapitel 3.3 
beschrieben. Aus diesen quantitativen PAA-Gelen wurden die ausgewählten 
Proteinspots extrahiert und an das Analyselabor gesendet. 
Dabei fiel ein Proteinspot 3763 (sichtbar in Abb. 6, grün umrandet) auf, der im 
PAA-Gel vom Rezidivtumor sichtbar kleiner als in dem des Primärtumors war, 
aber in der Computeranalyse zuvor nicht auffällig war. Dieser wurde zusätzlich 
extrahiert und ebenfalls zur Analyse versendet. 
Für die weitere Untersuchung wurden die Proteine tryptisch verdaut und mittels 
MALDI-TOF-Massenspektrometrie analysiert (TopLab-Labor). Von den 
Proteinfragmenten wurde die molekulare Masse ermittelt. Die 
Proteinidentifikation erfolgte mittels „ProFound-Search“ (Version 2004.01.26, 
Genomic Solution Inc.) oder „Mascot Search“ (Matrix Science 2008) unter 
Zuhilfenahme der Datenbanken am „National Center for Biotechnology 
Information (NCBI)“ und der „SwissProt“-Datenbank. In den folgenden Kapiteln 
sind die einzelnen Ergebnisse genauer beschrieben. 
Spot Nummer 3829 
Dieser Proteinspot wurde von 
der Computeranalyse nicht 
berücksichtigt. Im quantitativen 
PAA-Gel wurden jedoch 
sichtbare Intensitätsdifferenzen 
dieses Proteinspots auffällig 
(Abb. 8). Nach der Lage dieses 
Proteins im PAA-Gel liegt der 
isoelektrische Punkt bei circa 6,0 und die molekulare Masse zwischen 15 und 
20 kDa. In Abb. 8 ist der Proteinspot vom Primär- und Rezidivtumor dargestellt. 
Es ist sichtbar, dass dieses Protein im Primärtumor höher exprimiert ist als im 
Rezidivtumor. Die MALDI-TOF-Massenspektrometrie ergab für dieses Protein 
38 % Übereinstimmung mit der Nukleosid-Diphosphatkinase B. Diese besteht 
Bildausschnitte zeigen den vergrößerten Proteinspot 
des quantitativen PAA-Gels; Primär-und Rezidivtumor 
von Patient 1 im Vergleich 




aus 152 Aminosäuren (AC P22392), wovon 59 in insgesamt 7 Peptiden als 
übereinstimmend erkannt wurden. Diese Sequenzübereinstimmung ist in Abb. 9 
dargestellt. 
 
Abb. 9 Sequenzübereinstimmung mit Nukleosid-Diphosphatkinase B 
 
Der isoelektrische Punkt der Nukleosid-Diphosphatkinase B liegt bei 8,52 und 
ihre molekulare Masse bei 17,4 kDa. 
35 % Übereinstimmung ergab der Vergleich mit der Aminosäuresequenz der 
Nukleosid-Diphosphatkinase A. Auch diese besteht aus 152 Aminosäuren (AC 
P15531). In 6 Peptiden stimmen insgesamt 54 Aminosäuren überein. Dies ist in 
Abb. 10 dargestellt. 
 
Abb. 10 Sequenzübereinstimmung mit Nukleosid-Diphosphatkinase A 
 
Die Nukleosid-Diphosphatkinase A besitzt einen isoelektrischen Punkt bei 5,83 
und eine molekulare Masse von 17,31 kDa. 
Spot Nummer 3094 
Das Protein hat nach seiner Position im PAA-Gel etwa eine molekulare Masse 
von 30 kDa und einen isoelektrischen Punkt bei 5,8. 
Abszisse: Aminosäurenummer der Nukleosid-Diphosphatkinase B N-terminal beginnend, 
Schwarz übereinstimmende Peptide, graue Peptide sind durch Oxidation modifiziert, rot 
Gesamtübereinstimmung 
Abszisse: Aminosäurenummer der Nukleosid-Diphosphatkinase A N-terminal beginnend, 




Diagramm mit Spotintensitäten der 3 Gele des Primärtumors (hellblau) und der 3 Gele des 
Rezidivtumors (dunkelblau), Mittelwerte (rot), Standardabweichung (schwarz), Bildausschnitte 
zeigen den vergrößerten Proteinspot im Vergleich  
Die Abb. 11 zeigt den Spot vergrößert und im Diagramm sind dessen 
Intensitäten im Vergleich des Primär-und Rezidivtumors dargestellt. Mittelwerte 
und Standardabweichungen sind ebenfalls gezeigt.  
 
Abb. 11 Spot 3049 
 
 
Auch dieses Protein hat eine höhere Expression im Primärtumor. Die 
MALDI-TOF-Massenspektrometrie ergab eine Aminosäuresequenz, die zu 
35 % mit der L-3-Phosphoserin-Phosphatase übereinstimmt. Dieses Protein 
besteht aus einer 225 langen Aminosäurenkette (AC P78330). Das analysierte 
Protein stimmte mit 6 Peptiden und insgesamt 80 Aminosäuren überein. Dies ist 
in Abb. 12 dargestellt. 
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Abszisse: Aminosäurenummer der Phosphoserin-Phosphatase N-terminal beginnend, 




Die molekulare Masse der L-3-Phosphoserin-Phosphatase beträgt 25,16 kDa 
und der isoelektrische Punkt liegt bei 5,53. 
Spot Nummer 3427 
Dieser Proteinspot lag im PAA-Gel bei einem isoelektrischen Punkt von 5,2 und 
im Massenbereich von circa 20 kDa. In Abb. 13 ist dieser vergrößert dargestellt. 
Im Diagramm sind die Intensitäten des Spots von den drei PAA-Gelen vom 
Primärtumor und von den drei Gelen des Rezidivtumors dargestellt. Der 
Mittelwert und die Standardabweichung sind ebenfalls mit abgebildet.  
 
Abb. 13 Proteinspot 3427 
 
 
Es ist ersichtlich, dass dieses Protein im Vergleich zum Primärtumor im 
Rezidivtumor deutlich höher exprimiert ist. In der MALDI-TOF-
Massenspektrometrie wurde für die Proteinfragmente die Aminosäuresequenz 
ermittelt. Es ergab sich eine Sequenzübereinstimmung von 54 % mit der 
mitochondrialen ATP-Synthase Untereinheit d Dieses Protein besteht aus 161 
Aminosäuren (AC O75947). Acht Peptide mit insgesamt 88 Aminosäuren 












Diagramm mit Spotintensitäten der drei Gele des Primärtumors (hellblau) und der drei Gele 
des Rezidivtumors (dunkelblau), Mittelwerte (rot), Standardabweichung (schwarz), 







Abb. 14 Sequenzübereinstimmung mit ATP-Synthase Untereinheit d 
 
Das identifizierte Protein hat seinen isoelektrischen Punkt bei 5,2 und eine 
molekulare Masse von 18,537 kDa. 
Spot Nummer 2776 
Im PAA-Gel lag dieses Protein bei einem isoelektrischen Punkt von 4,6 und 
einer Masse von circa 35 kDa. In Abb. 15 ist dieser Proteinspot vergrößert 
dargestellt. Das Diagramm zeigt wieder die Spotintensitäten, Mittelwerte und 
Standardabweichungen im Vergleich von Primär- und Rezidivtumor. 
 










Diagramm mit Spotintensitäten der drei Gele des Primärtumors (hellblau) und der drei Gele 
des Rezidivtumors (dunkelblau), Mittelwerte (rot), Standardabweichung (schwarz), 
Bildausschnitte zeigen den vergrößerten Proteinspot im Vergleich  
Abszisse: Aminosäurenummer der ATP-Synthase Untereinheit d N-terminal beginnend, 




Auch dieses Protein war im Rezidivtumor deutlich höher exprimiert. Die in der 
MALDI-TOF-Massenspektrometrie ermittelte Aminosäuresequenz der Peptide 
ergab eine Sequenzübereinstimmung von 37 % mit der Aminosäuresequenz 
von Tropomyosin alpha-3-Kette Isoform 2. Dieses Protein besteht aus 248 
Aminosäuren (AC Q5VU59), 88 davon konnten in insgesamt 8 
Proteinfragmenten als übereinstimmend erkannt werden. Dies ist in Abb. 16 
dargestellt. Wie oben sind schwarz die übereinstimmenden Peptide dargestellt. 
Graue Peptide sind durch Oxidation modifiziert. 
 
Abb. 16 Sequenzübereinstimmung mit Tropomyosin alpha-3-Kette Isoform 2 
 
 
Tropomyosin alpha-3-Kette Isoform 2 hat einen isoelektrischen Punkt von 4,7 
und eine molekulare Masse von 29,24 kDa. 
Spot Nummer 6839 
Dieses Protein hat nach seiner Lage im PAA-Gel eine molekulare Masse von 
circa 30 kDa und einen isoelektrischen Punkt von 6,2. Die Abb. 17 zeigt diesen 
Proteinspot vergrößert. Im Proteingemisch des Primärtumors ist dieses Protein 
nicht sichtbar. Die Spotintensitäten, Mittelwerte und Standardabweichungen 
sind im Diagramm dargestellt. 
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Abszisse: Aminosäurenummer der Tropomyosin alpha-3-Kette Isoform 2 N-terminal 
beginnend, Schwarz übereinstimmende Peptide, graue Peptide sind durch Oxidation 





Abb. 17 Spot 6839 
 
 
Die in der MALDI-TOF-Massenspektrometrie ermittelte Aminosäuresequenz 
ergab 57 % Übereinstimmung mit der EnoylCoA-Hydratase. Dieses Protein 
besteht aus 290 Aminosäuren. Elf Peptide mit insgesamt 166 Aminosäuren (AC 
P30084) wurden als übereinstimmend erkannt. Dies ist in Abb. 18 dargestellt. 
 
Abb. 18 Sequenzübereinstimmung mit EnoylCoA-Hydratase 
 
Die molekulare Masse der EnoylCoA-Hydratase beträgt 31,82 kDa und der 
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Diagramm mit Spotintensitäten der drei Gele des Rezidivtumors (dunkelblau), Mittelwerte (rot), 
Standardabweichung (schwarz), Bildausschnitte zeigen den vergrößerten Proteinspot im 
Vergleich  
Abszisse: Aminosäurenummer der EnoylCoA-Hydratase N-terminal beginnend, Schwarz 




Spot Nummer 2960 
Der letzte analysierte Proteinspot lag im PAA-Gel bei einem isoelektrischen 
Punkt von 5,8 und einer molekularen Masse von circa 30 kDa. In Abb. 19 ist der 
Proteinspot vergrößert dargestellt. Im Diagramm sind die Spotintensitäten, 
Mittelwerte und Standardabweichungen im Vergleich gezeigt. 
 
Abb. 19 Spot 2960  
 
 
Es ist ersichtlich, dass dieses Protein im Rezidivtumor deutlich höher exprimiert 
ist. Für dieses Protein wurde in der MALDI-TOF-Massenspektrometrie eine 
Aminosäuresequenz ermittelt, die 51 % Sequenzübereinstimmung mit 
Cathepsin D besitzt. Dieses Protein besteht aus 412 Aminosäuren 
(AC P07339), wovon 22 Peptide mit insgesamt 213 Aminosäuren 












Diagramm mit Spotintensitäten der drei Gele des Primärtumors (hellblau) und der drei Gele 
des Rezidivtumors (dunkelblau), Mittelwerte (rot), Standardabweichung (schwarz), 





Abb. 20 Sequenzübereinstimmung mit Cathepsin D 
 
 
Die Übereinstimmung beginnt bei Aminosäure Nummer 177. Die schwere Kette 
des Cathepsin D beginnt bei Aminosäure 169. Die molekulare Masse der 
schweren Kette beträgt 34 kDa und der isoelektrische Punkt liegt bei 5,56. 
4.2.3. Zusammenfassung 2D-Gelelektrophorese 
Es konnten Proteinexpressionsdifferenzen zwischen dem Primär- und 
Rezidivtumor des Glioblastoms WHO Grad IV eines Patienten festgestellt 
werden. Sechs Proteine wurden ausgewählt und identifiziert. Vier dieser Sechs 
Proteine waren im Rezidivtumor höher ausgeprägt. Davon sind zwei 
Stoffwechselenzyme (EnoylCoA-Hydratase und ATP-Synthase). Eines gehört 
zu den Strukturproteinen des Zytoskeletts (Tropomyosin) und eines ist eine 
lysosomale Protease (Cathepsin D). Die anderen zwei Proteine sind im 
Rezidivtumor niedriger ausgeprägt. Beide sind Stoffwechselenzyme. Tabelle 10 
fasst diese Ergebnisse zusammen.  
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Abszisse: Aminosäurenummer der Cathepsin D N-terminal beginnend, Schwarz 
















































































































































































































































































































































































































































































































































Um zu überprüfen, ob die Proteinexpressionsunterschiede, die durch die 
Proteomanalyse mittels 2D-Gelelektrophorese detektiert wurden, tatsächlich 
eine differentielle Expression wiederspiegeln, die einen Primär- von einem 
Rezidivtumor unterscheidet, wählten wir eines der 6 Proteine aus und 
validierten dessen differentielle Expression mittels Western-Blot-Analyse. Da für 
Cathepsin D schon ein Zusammenhang mit Malignomen bekannt war, wurde 
dieses Protein als hierfür geeignet bewertet. Die Analyse erfolgte unter 
Verwendung der Proteine, die bereits Ausgangsmaterial für die 
2D-Gelelektrophorese waren. Zusätzlich wurden Proteine aus sechs weiteren 
Tumoren von drei Patienten isoliert, bei denen es sich jeweils um den 
Primärtumor und den korrespondierenden Rezidivtumor des gleichen Patienten 
handelte. Die Proteine wurden durch SDS-Page aufgetrennt und auf eine 
PVDF-Membran transferiert (Methode siehe Kap 3.4.). Mittels spezifischer 
Primärantikörper gegen Cathepsin D und β-Actin, als Auftragekontrolle, wurden 
die Proteinbanden detektiert. Es folgte die Digitalisierung und Quantifizierung 
der Bandenintensitäten. Zur Auswertung dieser Proteinbanden wurden die 
jeweiligen Bandenintensitäten von Cathepsin D zur Auftragekontrolle β-Actin 
normiert. 
4.3.1. Patientencharakterisierung 
Die Zeitdauer zwischen der ersten Glioblastom-Operation und der operativen 
Entfernung des Rezidivtumors der im Western-Blot analysierten Patienten ist in 
Tabelle 11 genauer dargestellt. Außerdem sind Einzelheiten der Therapie 
neben der mikrochirurgischen Entfernung dargestellt. 
 
Monate bis zum 
Rezidiv 




Patient 1 14 x x 
Bevacizumab, 
Irinotecan x 
Patient 2 7 x x nein x 
Patient 3 6 x x nein x 
Patient 4 8 x x nein x 





4.3.2. Relative Molmasse von Cathepsin D im Western-Blot 
In der Western-Blot-Analyse konnten für die Auftragekontrolle β-Actin 
Molmassen von circa 41 kDa und für Cathepsin D von circa 34 kDa detektiert 
werden. Dies ist in Abb. 21 zu sehen. Die detektierte Masse von Cathepsin D 
entspricht der schweren Kette dieses Proteins. Die komplette Form (48 kDa), 
bestehend aus schwerer und leichter Kette, wurde nicht detektiert. 
 
Abb. 21 Molekulare Massen im Western-Blot 
 
 
4.3.3. Patient 1 
Zunächst wurde der Patient untersucht, dessen Proteingemische schon in der 
2D-Gelelektropohrese aufgetrennt und analysiert wurden. In Abb. 22 sind drei 
repräsentative Western-Blot-Analysen dieses Patienten dargestellt. Die 
Bandendichte, die mittels Phoretix 1D Quantifier ermittelt wurde, zeigte im 
Durchschnitt eine um den Faktor 6 gesteigerte Cathepsin D Bandenintensität 












1a 1b 2a 2b
Western-Blot-Analyse, links Proteinstandard, aufgetragen sind jeweils 20 µg Proteingemisch 
verschiedener Glioblastome WHO Grad IV, 1a Primärtumor Patient 2,  
1b Rezidivtumor Patient 2, 2a Primärtumor Patient 1, 2b Rezidivtumor Patient 1, mittels 
Immundetektion wurden β Actin und Cathepsin D angefärbt, s-Kette – schwere Kette 
 
Western-Blot-Analysen von Patient 1, 
Ladekontrolle β-Actin (links), Cathepsin 
D (rechts), jeweils Primärtumor (P) und 
Rezidivtumor (R) im Vergleich 




4.3.4. Patient 2 
Bei diesem Patienten wurden ebenfalls Western-Blot-Analysen durchgeführt. In 
Abb. 23  sind drei repräsentative Beispiele sichtbar. Die Analyse der 
Bandenintensitäten mittels Phoretix Quantifier 1D Software ergab im 
Durchschnitt eine Steigerung der Bandendichte des Cathepsin Ds im 
Rezidivtumor circa um den Faktor 4,5 im Vergleich zum Primärtumor. 
  
4.3.5. Patient 3 
In Abb. 24 sind drei repräsentative Beispiele der Western-Blot-Analysen dieses 
Patienten dargestellt. Auch bei diesem Patient konnte eine Erhöhung der 
Cathepsin D Level im Rezidivtumor beobachtet werden. Die Analyse mittels 
Phoretix 1D Quantifier ergab für die Bandenintensitäten des Cathepsin Ds eine 
im Durchschnitt um den Faktor 1,6 erhöhte Bandenintensität des Rezidivtumors 
im Vergleich zum Primärtumor. 
  
4.3.6. Patient 4 
Von diesem Patienten sind drei repräsentative Western-Blot-Analysen in Abb. 
25 dargestellt. Die Analyse der Bandenintensitäten mittels Phoretix 1D 
Quantifier-Software ergab eine Steigerung des Cathepsin Ds im Rezidivtumor 
um den Faktor von circa 5. 
Western-Blot-Analysen von Patient 3, 
Ladekontrolle β-Actin (links), Cathepsin D 
(rechts), jeweils Primärtumor (P) und 
Rezidivtumor (R) im Vergleich 
Western-Blot-Analysen von Patient 2, 
Ladekontrolle β-Actin (links), Cathepsin D 
(rechts), jeweils Primärtumor (P) und 
Rezidivtumor (R) im Vergleich 
Abb. 23 Western-Blot Patient 2 






4.3.7. Zusammenfassung Western-Blot 
Bei allen Patienten ließ sich die Tendenz einer gesteigerten Cathepsin D 
Expression im Rezidivtumor nachweisen. Der höchste Wert wurde bei dem 
Patienten beobachtet, der auch die Proteine für die 2D-Gelelektrophorese 
lieferte. Die exakte Quantifizierung der Bandendichte gestaltete sich jedoch 
schwierig, da sich die Proteingemische der einzelnen Patienten unterschiedlich 
stark anfärbten und dadurch hohe Standardabweichungen zustande kamen.   
Western-Blot-Analysen von Patient 4, 
Ladekontrolle β-Actin (links), Cathepsin D 
(rechts), jeweils Primärtumor (P) und 
Rezidivtumor (R) im Vergleich 




4.4. Zusammenfassung  
Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurden für Patient 1 mittels der 2D-
Gelelektrophorese Proteinexpressionsdifferenzen zwischen Primär- und 
Rezidivglioblastom festgestellt. 43 Proteine wurden in ihrer Intensität als 
differentiell exprimiert detektiert werden. Sechs der Proteine wurden mit der 
MALDI-TOF-Massenspektrometrie genauer identifiziert. Vier Proteine waren im 
Rezidivtumor höher exprimiert: EnoylCoA-Hydratase, ATP-Synthase 
Untereinheit d, Tropomyosin alpha-3-Kette Isoform 2 und Cathepsin D. Die 
anderen zwei waren im Rezidivtumor niedriger ausgeprägt: Nukleosid-
Diphosphatkinase A und L-3-Phosphoserin-Phosphatase. Eine weitere 
Untersuchung mittels Western-Blot-Analyse bestätigte, dass das detektierte 
Cathepsin D tatsächlich auch in den Rezidivtumoren dreier weiterer Patienten 
stärker exprimiert war als in den korrespondierenden primären Glioblastomen. 
Abb. 26 fasst die genannten Schritte der vorliegenden Arbeit zusammen. 
 
Abb. 26 Fließschema Arbeitsschritte 
  



























Der Proteomvergleich der Tumoren erfolgten mittels zweidimensionaler 
Gelelektrophorese mit anschließender MALDI-TOF-Massenspektrometrie. Die 
Auftrennung der Proteine in der ersten Dimension wurde in einem pH-Bereich 
von 4-7 auf einer Strecke von 24 cm durchgeführt. Die Auswahl des 
pH-Bereichs stütze sich auf Vorversuche. In diesen zeigte sich bei einer 
Auftrennung der Proteine im pH-Bereich von 3-11, dass sich ein großer Teil der 
Proteine im Bereich von 4-7 wiederfindet. Auch andere Arbeiten bestätigen 
diese Beobachtung. So konnte gezeigt werden, dass 85 % der Proteine des 
Gehirns einen isoelektrischen Punkt zwischen 4 und 8 aufweisen (Garbis et al. 
2005). Außerdem wird das Auftrennungsergebnis durch einen kleiner gefassten 
pH-Bereich auf der 24 Zentimeter langen Auftrennungsstrecke verbessert, da 
die Proteinspots mit ähnlicher Größe, wie in Abb. 5 zu sehen ist, leichter 
voneinander abgrenzbar sind. Dennoch muss festgehalten werden, dass 
Proteine mit sehr sauren isoelektrischem Punkt (pH unter 4), welche einen sehr 
geringen Anteil des Neuroproteoms ausmachen (Garbis et al. 2005), und vor 
allem auch Proteine mit basischem isoelektrischen Punkt (pH 8-14) nicht 
wiedergegeben sind. Des Weiteren sind hydrophobe Proteine, so zum Beispiel 
Membranproteine, unterrepräsentiert. Diese lösen sich unzureichend in den 
wässrigen Lösungen, die bei der 2D-Gelelektrophorese Anwendung finden. Für 
eine Analyse dieser Fraktion des Proteoms müssten spezielle Protokolle 
angewendet werden. Bei diesen würden dann ausschließlich die hydrophoben 
Proteine betrachtet. 
Die zweite Dimension der Auftrennung erfolgte in einem 12,5 %igem SDS-
Polyacrylamidgel. Damit können Proteine mit molekularen Massen von 10 bis 
120 kDa aufgetrennt werden. Die Porengröße des Gels wird umso feiner je 
größer der Acrylamidanteil ist. Dadurch wird auch die Bandbreite der 
Auftrennung bestimmt. Eine Untersuchung zeigte, dass knapp 80 % der 
Proteine des Gehirns zwischen 10 und 70 kDa liegen (Garbis et al. 2005). 
Somit ist der Acrylamidanteil von 12,5 % für die Auftrennung geeignet. 
Die Detektion der Proteinspots erfolgte mit einer Silberfärbung modifiziert nach 




mit einem Proteingehalt von unter einem Nanogramm (Westermeier, Marouga 
2005). Eine Anfärbung des Hintergrundes wurde durch den Zusatz von 
Natriumthiosulfat, welches Komplexe mit freien Silberionen bildet und sie so an 
der Reduktion zu metallischem Silber hindert, reduziert (Rabilloud et al. 1994). 
Einschränkend muss erwähnt werden, dass die Färbung einen vergleichsweise 
kleinen linearen dynamischen Bereich von nur zwei Größenordnungen aufweist. 
Deshalb können durch Schwankungen in der Färbezeit und der Temperatur 
uneinheitliche Proteinfärbungsbilder entstehen. Die Standardisierung der 
Arbeitsschritte minimiert diese Fehlerquellen. 
Zusammenfassend kann festgehalten werden, dass mit der angewandten 





5.2. Differentiell exprimierte Proteine 
In der vorliegenden Arbeit wurden das Proteinexpressionsmuster von einem 
Glioblastom WHO Grad IV und dem 14 Monate nach Resektion aufgetretenem 
Rezidivtumor verglichen. Hierbei wurden 43 Proteine als differentiell exprimiert 
detektiert werden, von denen sechs Proteine mittels MALDI-TOF-
Massenspektrometrie identifiziert wurden. 
5.2.1. Nukleosid-Diphosphatkinase A oder B 
Physiologische Funktion 
Die Familie der Nukleosid-Diphosphatkinasen/Non-metastatic-clon23 
(E.C. 2.7.4.6.) hat zehn Mitglieder. In der vorliegenden Arbeit werden die beiden 
ersten betrachtet. Hierbei handelt es sich um die Nukleosid-Diphosphatkinase 
(NDPK) A und B und die entsprechenden Gene nm23-H1 und nm23-H2. Die 
Hauptaufgabe der NDPK ist die Übertragung von γ-Phosphat eines 
Nukleosidtriphosphates (NTP) auf ein anderes Nukleosiddiphosphat (Parks, 
Agarwal 1973). Dabei scheint die Bildung von Guanosintriphosphat (GTP) aus 
Adenosintriphosphat (ATP) die wichtigste Reaktion zu sein. Dadurch sind sie an 
zahlreichen NTP-verbrauchenden (vor allem GTP) Prozessen beteiligt. Dazu 
gehören unter anderem Mikrotubulipolymerisation (Biggs et al. 1990), 
Vesikeltransport (Krishnan et al. 2001) und Signaltransduktion (Hartsough et al. 
2002). Weitere Funktionen der Nukleosid-Diphosphatkinasen bestehen in der 
Regulation der Zellproliferation (Cipollini et al. 1997; Gervasi et al. 1996), 
Zelldifferenzierung (Roymans et al. 2000; Gervasi et al. 1996) und Zellmigration 
(Kantor et al. 1993; Jung et al. 2006). Hierbei sind die molekularen 
Mechanismen noch nicht ausreichend geklärt. Auch eine Aktivität als 
Transkriptionsfaktor (Postel et al. 2000) und 3' 5'Exonuklease (Ma et al. 2004) 
konnte für die NDPK nachgewiesen werden.  
Bisherige Erkenntnisse im Zusammenhang mit Tumoren 
Das Gen dieses Enzyms wurde erstmals 1988 bei der Untersuchung des 
Metastasierungspotentials von Melanom- und Brustkrebszelllinien beschrieben. 
Die Expression dieses Gens zeigte beim Screening der cDNA-Bibliothek der 
oben genannten Zellreihen eine inverse Korrelation zum Metastasierungs-
potential der Krebszelllinien (Steeg et al. 1988). Daher erhielt es den Namen 




die enzymatische Aktivität des Proteins nicht entscheidend ist (Golden et al. 
1992). Zum Beispiel wurde beobachtet, dass sowohl Tumorzellen mit 
transfizierten Wildtyp-nm23-H1 als auch solche mit transfizierten nm23-H1 ohne 
katalytische Aktivität gleichermaßen eine reduzierte Invasivität zeigen (Lee, Lee 
1999).  
Zahlreiche Studien haben den Zusammenhang der nm23-Genexpression mit 
dem Tumorverhalten analysiert. Zusammengefasst zeigen die Daten 
vorwiegend eine negative Korrelation zwischen der nm23-Expression (RNA und 
Proteinmengen) und dem Metastasierungspotential (Steeg et al. 1988), (An et 
al. 2010). Es gibt derzeit nur wenige Ansätze, die die molekularen 
Mechanismen dieses Effekts erklären könnten. Im Melanom und 
Mammakarzinom wurde bei erhöhtem nm23 reduzierte Zellmotilität (Leone et 
al. 1993a) und ein reduziertes Ansprechen auf Transforming Growth Factor β 
(TGF β), welcher die Kolonisation von metastasierenden Zellen stimuliert 
(Leone et al. 1991), beobachtet. In der Zellreihe des Prostatakarzinoms hatte 
die nm23-H1-cDNA-Transfektion einen hemmenden Effekt auf das 
verankerungsunabhängige Wachstum und die Adhäsion an der extrazellulären 
Matrix (Lim et al. 1998).  
Die Daten zum Tumorstaging und der nm23-Expression sind kontrovers. Es gibt 
Tumorarten, bei denen reduzierte nm23mRNA-Konzentrationen (Mandai et al. 
1994) und NDPK A-Proteinmengen (Yang, Li 2006) mit einem fortgeschrittenen 
Tumorstaging einhergehen. Andere wiederum zeigen bei erhöhten 
nm23mRNA-Konzentrationen (Engel et al. 1993; Zou et al. 1993) und NDPK A-
Proteinmengen (Hailat et al. 1991) fortgeschrittene Tumorstadien. Auch die 
Angaben zum Langzeitüberleben unterscheiden sich. Eine Brustkrebsstudie 
ergab eine bessere 15-Jahre-Überlebensrate für Tumore mit hohen NDPK A-
Proteinmengen (Heimann et al. 1998). Dies konnte auch in Melanomen 
nachgewiesen werden (Xerri et al. 1994). In einer anderen Studie waren 
erhöhte nm23-H1-Konzentrationen in kindlichen Neuroblastomen mit einem 
schlechteren Überleben assoziiert (Leone et al. 1993b). 
Zusammenfassend muss gesagt werden, dass das nm23-Gen in Tumoren und 
bei ihrem Metastasierungsverhalten eine große Rolle spielt. Offenbar ist der 




Regulationsmechanismen beeinflusst und bedarf weiterer intensiver 
Untersuchung, um die zugrundeliegenden Mechanismen zu verstehen.  
Überlegungen zu Glioblastomen 
In der vorliegenden Arbeit wurden erhöhte Proteinkonzentrationen der NDPK im 
Primär- im Vergleich zum Rezidivtumor festgestellt. In verschiedenen Tumoren 
konnte nachgewiesen werden, dass erhöhte nm23-Konzentrationen, vor allem 
nm23-H1, die Zellmotilität und damit verbunden die Invasivität hemmen (Kantor 
et al. 1993; Hsu et al. 1995; Horak et al. 2007). Auch Gliome zeigten dieses 
Verhalten nach nm23-H1-Transfizierung (Jung et al. 2006). 
Anhand dieser Erkenntnisse und den Ergebnissen der 2D-Gelelektrophorese 
könnte vermutet werden, dass die „Downregulation“ des nm23-Genproduktes in 
den Rezidivglioblastomen mit deren aggressiven Wachstumsverhalten in 
Verbindung steht. Die Motilität der Tumorzellen ist gesteigert und damit der 
Zellverband aufgelockert. Dies resultiert in einem verstärkten Eindringen der 
Tumorzellen in das umliegende gesunde Hirngewebe. Somit werden größere 
Hirnareale infiltriert und geschädigt. 
Die Datenbankanalyse der Proteinfragmente aus der MALDI-TOF-
Massenspektrometrie identifizierte eine NDPK. Hierbei war eine Diskriminierung 
zwischen den Isoformen A und B nicht eindeutig möglich. Da jedoch der 
isoelektrische Punkt des Proteins mit 4,8 näher an dem der NDPK A (5,83) 
liegt, kann man davon ausgehen, dass hier auch die A-Isoform detektiert wurde. 
5.2.2 L-3-Phosphoserin-Phosphatase 
Physiologische Funktion 
Dieses Enzym (EC 3.1.3.3) kommt im menschlichen Körper ubiquitär vor und 
katalysiert den dritten und letzten Schritt der Serin-Biosynthese aus 
Kohlehydraten, in dem es das Phosphat von O-Phosphoserin hydrolytisch 
abspaltet und Serin entsteht (Borkenhagen, Kennedy 1959). Serin ist eine 
Aminosäure, die zur Protein- und Nukleotidsynthese benötigt wird.  
Es wurde nachgewiesen, dass die L-3-Phosphoserin-Phosphatase eine 




Stammzellen spielt. Unklar ist, ob dies auf die Produktion von Serin zurück zu 
führen ist oder ob andere Mechanismen involviert sind (Nakano et al. 2007). 
Überlegungen zu Glioblastomen 
In dem vorliegenden Proteomvergleich war die L-3-Phosphoserin-Phosphatase 
im Rezidivtumor niedriger exprimiert im Vergleich zum Primärtumor des 
Patienten. In einer Oligodendrogliomzellreihe Hs683 war dieses Protein nach 
Langzeit-Therapie mit Temozolomid ebenfalls herunterreguliert. (Lamoral-Theys 
et al. 2010). Dies könnte auch in diesem Fall eine mögliche Ursache für die 
Verminderung dieses Enzyms sein. 
5.2.3. ATP-Synthase Untereinheit d 
Physiologische Funktion 
Die in der Mitochondrienmembran sitzende ATP-Synthase (E.C.3.6.3.14) 
produziert ATP aus ADP (Adenosindi- und triphosphat) und anorganischem 
Phosphat unter Nutzung der Energie aus einem Protonengradienten, der durch 
den Elektronentransport in der Atmungskette entsteht (Weber, Senior 1997), 
und ist damit ein entscheidendes Enzym der zellulären Energiegewinnung. 
Die F1/Fo-ATP-Synthase setzt sich aus 16 Untereinheiten zusammen. Der F1-
Teil ragt in die Matrix hinein und enthält die Nukleotidbindungsstellen. Der Fo-
Teil befindet sich in der inneren Mitochondrienmembran und bildet den 
Protonenkanal. Beide sind über den „central stalk“ und „peripheral stalk“ 
verbunden. Die Untereinheit d gehört neben den Untereinheiten F6, b und 
OSCP (oligomycin sensitivity conferral protein) zum „peripheral stalk“. Die 
genaue Funktion dieser Komponente der ATP-Synthase ist noch unklar (ein 
Überblick gibt Walker, Dickson 2006). 
Überlegungen zu Glioblastomen 
In der vorliegenden Arbeit war die ATP-Synthase Untereinheit d im 
Rezidivtumor erhöht im Vergleich zum Primärtumor des Patienten. Da dies nur 
eine von 16 Untereinheiten des Enzyms ist, kann keine Aussage über eine 
erhöhte enzymatische Aktivität der kompletten ATP-Synthase getroffen werden. 
Hierzu müssten auch andere Untereinheiten detektiert werden. Von den 41 
differentiell exprimierten Proteinen in der 2D-Gelelektrophorese wurden nur 




den verbleibenden 35 Proteinen auch andere Teile der ATP-Synthase befinden. 
Um hier also eine genauere Aussage treffen zu können, müssten die restlichen 
35 Proteine mittels MALDI-TOF-Massenspektrometrie identifiziert werden. 
Es ist nicht zu vermuten, dass es sich hier um eine Hochregulierung der ATP-
Synthase und damit verbunden der oxidativen Phosphorylierung handelt, da 
andere Arbeiten gezeig haben, dass Glioblastomzellen ihre Energie vorwiegend 
aus der Glykolyse gewinnen (Zhou et al. 2011; Oudard et al. 1997; Ikezaki et al. 
1992). Außerdem konnte gezeigt werden, dass das mitochondirale Genom in 
Gliomen herunter reguliert ist (Dmitrenko et al. 2005). 
5.2.4. Tropomyosin alpha-3-Kette Isoform 2 (TM30nm) 
Physiologische Funktion 
Tropomyosin ist ein fibrilläres Strukturprotein und besteht aus 2 Ketten, 
entweder als Homo- oder Heterodimer. Es existieren vier Gene für die 
Tropomyosinketten und aufgrund verschiedener Promoter und alternativer 
Splicevarianten entstehen zahlreiche Isoformen.  
In der quergestreiften Muskulatur bildet das Aktin-gebundene Tropomyosin 
zusammen mit dem Troponin-Komplex die dünnen Filamente und ist für die 
calciumabhängige Kontraktion verantwortlich (Überblick in Gordon et al. 2000). 
Auch in der glatten Muskulatur ist es an der Kontraktion beteiligt. In Nicht-
Muskelzellen kommen je nach Differenzierungsgrad und Gewebe bestimmte 
Tropomyosin-Isoformen vor und üben spezialisierte Funktionen aus. 
Beispielsweise werden über die Stabilisierung der Aktin-Filamente die Motilität 
und Form dieser Zellen beeinflusst (Bach et al. 2010; Grenklo et al. 2008). Die 
hier detektierte Isoform (TM30nm) ist zytoskelettal lokalisiert und gehört zu den 
niedermolekularen Tropomyosinen, die in Nicht-Muskelzellen vorkommen 
(MacLeod et al. 1986). 
Bisherige Erkenntnisse im Zusammenhang mit Tumoren 
Es konnte gezeigt werden, dass Melanomzellreihen mit einem hohem 
Metastasierungspotential, erhöhte Mengen an TM30nm aufweisen. Mit Hilfe von 
antisense-TM30nm-cDNA konnte die Expression dieses Proteins gehemmt 
werden. Dies ging mit verminderter Motilität der Tumorzellen einer (Miyado et 




das TM30nm im Vergleich zu normalen Fibroblasten erhöht und korrelierte mit 
der Zellmotilität (Miyado et al. 1997). 
Überlegungen zu Glioblastomen 
In den vorliegenden Versuchen wurde festgestellt, dass das TM30nm im 
Rezidivtumor höher ausgeprägt war im Vergleich zum Primärtumor des 
Patienten. Aufgrund oben genannter Erkenntnisse in Melanomzellen und 
transformierten Fibroblasten lässt sich vermuten, dass auch bei den 
Glioblastomrezidiven eine Beeinflussung der Zellmotilität besteht. Es wird 
angenommen, dass diese zytoskelettale Isoform des Tropomyosins die 
Aktindepolymeristaion verstärkt und darüber die Zellmotilität fördert. Eine 
erhöhte Zellmotilität im Rezidivglioblastom könnte zur verstärkten Infiltration des 
Tumors in das umliegende Gewebe beitragen. 
5.2.5. EnoylCoA-Hydratase 
Physiologische Funktion 
Die EnoylCoA-Hydratase (EC 4.2.1.17) ist ein Enzym, welches den zweiten 
Schritt der β-Oxidation der Fettsäuren katalysiert (Stern, 1961). Damit dient es 
der Energiegewinnung. 
Bisherige Erkenntnisse im Zusammenhang mit Tumoren 
In Nierenzellkarzinomen wurde mit Hilfe von Proteomstudien festgestellt, dass 
die EnoylCoA-Hydratase im Vergleich zu gesundem Nierengewebe vermindert 
ist (Balabanov et al. 2001; Hwa et al. 2005). Diese Verminderung könnte die 
Verschiebung der Energiegewinnung hin zu Glykolyse reflektieren. In 
Colonkarzinomen wurde jedoch mittels Microarray-bioinformatic-Analyse 
beobachtet, dass acht Gene, die in den Fettsäurestoffwechsel involviert sind, 
überexprimiert waren. Darunter befand sich auch die EnoylCoA-Hydratase. 
(Yeh et al. 2006) Hier wurde vermutet, dass die Fettsäure-Verstoffwechselung 
dazu dient, Ausgangsstoffe für andere biosynthetischen Prozesse 
bereitzustellen. Darunter zählen Nuklein- und Aminosäuren als Ausgangsstoffe 
für das Zellwachstum. Auch für das Magenkarzinom konnte eine erhöhte 
EnoylCoA-Hydratase-Menge mittels Proteomanalyse festgestellt werden (Kim 




Cathepsin D Prozessierungsschema, im 
ER und Golgi-Apparat wird aus dem Prä-
Pro-CatD das Pro-CatD mit Mannose-6-
Phosphatresten (gelb/orange), diese 
werden von Lysosomen erkannt, in den 
Lysosomen erfolgt die entgültige Reifung 
in die Zwei-Kettenform 
Prä-Pro-Cathepsin D
SP
Pro-Cathepsin D (52 kDa)
Glykosylierung und Phosphorylierung
ER und Golgi
Einketten-Cathepsin D (48 kDa)
reifes Cathepsin D
14 kDa        34 kDa
Lysosom
Überlegungen zu Glioblastomen 
Im durchgeführten Proteomvergleich war die EnoylCoA-Hydratase im 
Primärtumor nicht nachweisbar und im Rezidivtumor des Patienten stark 
angefärbt. Da der isoelektrische Punkt des Enzyms stark von dem abweicht, 
den man durch die Spotposition ermittelt, ist es möglich, dass es an anderer 
Stelle im PAA-Gel auffindbar wäre. Dies wird durch die Tatsache unterstützt, 
dass es ein Stoffwechselenzym ist und es ungewöhnlich wäre, wenn es nicht 
vorhanden wäre. Die Verschiebung des isoelektrischen Punktes, könnte durch 
potstranslationale Veränderung am Protein hervorgerufen werden. Dabei 
kommt es zu einer Veränderung der Ladungseigenschaften und es resultiert ein 
veränderter isoelektrischer Punkt. 
5.2.6. Cathepsin D 
Physiologische Funktion 
Cathepsin D ist eine lysosomale 
Aspartatprotease (EC 3.4.23.5) und 
arbeitet intrazellulär. Durch ihre Fähigkeit 
Struktur- und Stoffwechselproteine zu 
spalten, ist sie an zahlreichen zellulären 
Prozessen beteiligt. Dazu gehören unter 
anderem der Abbau von intrazellulären 
und endozytotisch aufgenommenen 
Proteinen, die Aktivierung oder 
Inaktivierung von Hormonen (Authier et al. 
2002; Baldocchi et al. 1993) und Enzymen 
(van der Stappen et al. 1996; Nishimura et 
al. 1989) sowie die Regulation der 
Apoptose (Deiss et al. 1996; Zheng et al. 
2008).  
Die Reifung von Cathepsin D besteht aus 
vielen Prozessierungsschritten, bei denen 
einige, bereits aktive Zwischenprodukte 
entstehen (Überblick in Zaidi et al. 2008). Nach der Synthese des Prä-Pro-
Cathepsins wird im ER und Golgi-Apparat N-terminal ein Signalpeptid ab-




gespalten, wodurch das noch inaktive Pro-Cathepsin (52 kDa) entsteht. Dieses 
wird an zwei Asparaginresten glykosyliert und diese anschließend 
phosphoryliert. Anhand der entstandenen Mannose-6-Phosphatreste wird das 
Pro-Cathepsin mithilfe spezifischer Rezeptoren erkannt und gelangt so in 
mehreren Schritten in die Lysosomen (von Figura, Hasilik 1986). Im sauren 
Milieu der Lysosomen werden die Phosphatgruppen und das Propeptid 
abgespalten und es entsteht ein aktives intermediäres Einketten-Cathepsin D 
(48 kDa). Im Anschluss spalten Cathepsin B oder L das Molekül in eine leichte 
(14 kDa) und eine schwere Kette (34 kDa) (Laurent-Matha et al. 2006). Die 
beiden Ketten werden über hydrophobe Wechselwirkungen 
zusammengehalten. Dies ist die reife Form des Cathepsin D. Einen Überblick 
über diese Prozessierung gibt Abb. 27. 
 Bisherige Erkenntnisse im Zusammenhang mit Tumoren 
Bis heute konnten zahlreiche Studien bei verschiedenen Tumorarten eine 
Assoziation zwischen Cathepsin D/Pro-Cathepsin-D-Menge und 
Malignitätsgrad, Aggressivität, Tumorgröße und Auftreten von Metastasen 
beschreiben. Man hat festgestellt, dass Cathepsin-D an einigen Schritten der 
Tumorentwicklung beteiligt ist. Zum Beispiel spielt Cathepsin D bei der 
Regulation der Apoptose eine große Rolle.  
Einerseits wurden antiapoptotische Wirkungen beschrieben. Unter 
physiologischen Bedingungen schützt es sich entwickelnde Retinazellen vor 
dem programmierten Zelltod (Koike et al. 2003). Andere Studien konnten dies 
auch unter pathologischen Bedingungen beobachten. So konnte gezeigt 
werden, dass Cathepsin D Neuroblastomzellen vor dem Doxorubicin-
induziertem Zelltod schützt (Sagulenko et al. 2008). Auch in der Krebszelllinie 
3Y1-Ad12 wirkte Cathepsin D antiapoptotisch, wobei die katalytische Aktivität 
des Enzyms vonnöten ist (Berchem et al. 2002). 
Andererseits wurden zahlreiche proapoptotische Effekte des Cathepsin D 
nachgewiesen. Es fungiert als Mediator sowohl für die Caspase-abhängigen 
(Roberg et al. 2002; Heinrich et al. 2004; Johansson et al. 2003) als auch 
Caspase-unabhängigen Wege der Apoptoseinduktion (Bidère et al. 2003). 
Auslöser hierfür sind unter anderem oxidativer Stress (Roberg, Ollinger 1998; 




Hierbei gibt es Wege, die auf die katalytische Aktivität von Cathepsin D 
zurückzuführen sind und andere, die ohne enzymatische Aktivität über 
Proteininteraktionen geregelt sind. 
Außerhalb der Zelle ist Cathepsin D fähig, extrazelluläre Matrix zu spalten 
(Handley et al. 2001; Scott, Pearson 1978). Tumorzellen nutzen diese Fähigkeit 
zur Gewebsinvasion. Im Mammakarzinom wird Pro-Cathepsin D sekretiert und 
im sauren Milieu des Tumors autoaktiviert. Somit kann es die extrazelluläre 
Matrix spalten und zur Invasion der Tumorzellen beitragen (Briozzo et al. 1988). 
Die Gefäßneubildung in Tumoren wird ebenfalls von Cathepsin D gefördert. 
Hierbei ist noch unklar, ob die katalytische Aktivität des Enzyms entscheidend 
ist (Hu et al. 2008; Berchem et al. 2002). 
Wird Pro-Cathepsin D von Tumorzellen sekretiert, wirkt es als autokriner 
Wachstumsfaktor unabhängig von seiner enzymatischen Aktivität. Das Pro-
Peptid scheint an Oberflächenrezeptoren zu binden und darüber den 
wachstumsstimulierenden Effekt auszuüben (Vignon et al. 1986; Vetvicka et al. 
1998; Fusek, Vetvicka 1994). Den Tumor umgebende Fibroblasten erkennen 
wiederum reifes Cathepsin D über noch unbekannte Rezeptoren und 
stimulieren deren Proliferation, Motilität und Invasivität (Laurent-Matha et al. 
2005). Somit dient es dem Tumor zur Kommunikation mit dem umliegenden 
Gewebe. Die Abb. 28 fasst die Rolle von Pro-Cathepsin D/ Cathepsin D im 
Tumorgeschehen zusammen. 
 

















Cathepsin D (CD) und seine 
Pro-Form (ProCD) wird von 
Tumorzellen sekretiert. 
ProCD wird von noch 
unbekannten Oberflächen-
rezeptoren auf Fibroblasten 
und Tumorzellen erkannt 
und aktiviert Proliferation, 
Motilität und Invasion. 
Außerdem wird ProCD im 
sauren Millieu des Tumors 
autoaktiviert. Das reife CD 
stimuliert die Gefäß-
neubildung und ist fähig 
extrazelluläre Matrix zu 





Überlegungen zu Glioblastomen 
In den im Rahmen dieser Arbeit durchgeführten Experimenten wurden eine 
erhöhte Expression an Cathepsin D im Rezidiv- im Vergleich zum Primärtumor 
eines Patienten festgestellt. Dies konnte mit Hilfe von Western-Blot-Analysen 
an drei weiteren Patienten bestätigt werden. In beiden Versuchen wurde 
Cathepsin D anhand seiner schweren Kette detektiert. Aufgrund der 
Verwendung von Gewebe als Ausgangsmaterial wurde vorwiegend 
intrazelluläres Cathepsin D gemessen. Es kann jedoch nicht ausgeschlossen 
werden, dass auch extrazelluläres Cathepsin D detektiert wurde.  
Aus der vorangegangenen Beschreibung des Enzyms geht dessen Bedeutung 
für die Tumorprogression hervor. Somit lässt sich auch im Glioblastomrezidiv 
eine Beeinflussung der Tumoreigenschaften vermuten. Eine Erhöhung der 
Cathepsin D Menge im Rezidivtumor könnte daher durch seine Fähigkeit 
extrazelluläre Matrix zu spalten eine erhöhte Invasivität bedingen. Frühere 
Untersuchungen an Gliomen zeigten, dass der Cathepsin D-Gehalt und dessen 
enzymatische Aktivität in Gliomen mit steigender Malignität zunimmt. Außerdem 
wurde ein hemmender Effekt von Cathepsin D-Antikörpern auf die Invasivität 
von Glioblastomzellreihen beobachtet (Sivaparvathi et al. 1996). Auch beim 
Vergleich von zwei verschiedenen humanen Glioblastomzellreihen, wurde bei 
derjenigen mit dem aggressiveren Wachstumsverhalten ein höherer 
Cathepsin D-Gehalt festgestellt, wobei die zugrundeliegenden Mechanismen 
weiterhin unklar sind (Le Zhou et al. 2006). Eine verstärkte Expression von 
Cathepsin D in den Tumorzellen könnte zu vermehrter Sekretion der Pro-Form 
und auch des reifen Proteins führen. Extrazellulär entfaltet es, wie oben 
beschrieben, unter anderem die Fähigkeit extrazelluläre Matrixbestandteile zu 
spalten und trägt so zur erhöhten Invasivität der Tumorzellen ins umliegende 
Gewebe bei. Auch eine extrazelluläre Wirkung als autokriner Wachstumsfaktor 
über bisher noch unbekannte Zellrezeptoren und die damit verbundene 
vermehrte Ausdehnung der Rezidivtumoren ist denkbar. 
Wie bereits erwähnt besteht die Reifung von Cathepsin D aus zahlreichen 
Prozessierungsschritten und es entstehen mehrere Zwischenprodukte, die 
bereits spezielle Funktionen ausüben. In den weiteren Untersuchungen sollte 




werden, um diesen Formen ihre genauen Funktionen zuweisen zu können. Das 
ist mit Hilfe spezieller Antikörper, die das Pro-Peptid detektieren, möglich. 
Aus den bisherigen Erkenntnissen ist zu vermuten, dass Cathepsin D Einfluss 
auf die Eigenschaften von den Rezidivglioblastomen hat und somit ein 





5.3. Einfluss der Therapie auf das Proteom 
Bei dem Vergleich der Proteinexpressionsmuster von Primär- und 
Rezidivtumoren sollten auch die Therapiemaßnahmen nach der 
mikrochirurgischen Entfernung des Primärtumors als mögliche Einflussfaktoren 
auf das Proteom der Tumorzellen in Betracht gezogen werden.  
Man geht davon aus, dass es durch die tiefe Infiltration der Tumorzellen in das 
umgebende Hirngewebe unmöglich ist, mit Hilfe der Mikrochirurgie alle 
Tumorzellen zu entfernen. Aus diesem Grund erhalten die Patienten nach der 
aktuellen S1-Leitlinie eine adjuvante Radiochemotherapie. Wie aus Tabelle 11 
hervorgeht, erhielten alle vier Patienten eine Radio- und Chemotherapie mit der 
alkylierenden Substanz Temolozomid sowie Glucocorticoide. Außerdem erhielt 
Patient 1 zusätzlich den monoklonalen Antikörper Bevacizumab gegen den 
Vascular-Endothelial-Growth-Factor und den Topoisomerase-Hemmer 
Irionotecan. 
Denkbar ist, dass durch diese Behandlung eine Subpopulation aus den 
verbliebenen Zellen selektiert wurde, die in besonderem Maße therapieresistent 
sein könnte. Wie in Kapitel 1.2. bereits erwähnt, zeigte sich innerhalb der 
heterogenen Zellen des Glioblastoms eine Subpopulation von Zellen mit 
stammzellähnlichem Charakter (CD133 positiv). Diese Zellen weisen 
Resistenzmechanismen sowohl gegen Bestrahlung als auch gegen 
Chemotherapie auf. So sind sie durch aktive DNA-Reparatur-Mechanismen, wie 
der Serin/Threonin-Proteinkinase Chk1 und Chk2, an bestimmten 
Kontrollpunkten im Zellzyklus, und durch verringerte Apoptose mittels 
verminderter Caspase-3-Konzentrationen fähig die Bestrahlung zu überstehen 
(Bao et al. 2006). Die Resistenz gegenüber alkylierenden Substanzen (zum 
Beispiel Temolozomid) besteht aufgrund einer höheren Menge des DNA-
Reparaturenzyms 6-O-Methylguanine-DNA-Methyltransferase (Liu et al. 2006). 
Dadurch überleben diese therapieresistenten Tumorzellen die adjuvante 
Radiochemotherapie und sind durch ihr stammzellähnlichen Eigenschaften in 
der Lage einen Rezidivtumor zu bilden. In den Rezidivtumoren konnte bereits 
ein größerer Anteil dieser CD133-positiven stammzellähnlichen Tumorzellen 




Dies führt zu der Hypothese, dass der größere Anteil der Tumorstammzellen in 
den Rezidivtumoren Ursache für das veränderte, detektierte 
Proteinexpressionsmusters sein könnte, weil diese ein von den CD133-
negativen Tumorzellen abweichendes Proteinmuster aufweisen. Die oben 
genannten aktiven Reparaturenzyme spiegeln beispielsweise eine solche 
Abweichung wieder. Auch eine größere Menge anderer Proteine nach der 
Bestrahlung in Glioblastomzellen ist bekannt. So ist beispielsweise das 
Hitzeschockprotein Hsp 70 (Brondani et al. 2004) und die 
Matrix-Metallo-Proteinase 2 (Wild-Bode et al. 2001) nach Bestrahlung in 
Glioblastomzellreihen erhöht. Für die Chemotherapie mit Temozolomid konnten 
ebenfalls Effekte auf das Proteinexpressionsmuster nachgewiesen werden. 
Unter anderem zeigten zahlreiche Proteine des Aminosäurestoffwechsels eine 
veränderte Expression (Lamoral-Theys et al. 2010). Auch das Protein Vimentin, 
welches im Zusammenhang mit der Invasivität von Astrozytomen bekannt ist 
(Rutka et al. 1999), war nach Temozolomid-Therapie erhöht (Trog et al. 2006). 
Auch die Behandlung mit Glucocorticoiden könnte einen Einfluss auf das 
Proteom haben. So zeigen viele Arbeiten ein verändertes 
Proteinexpressionsmuster in verschiedenen Gewebearten nach der 
Behandlung mit Glucocorticoiden (O’Neil et al. 2011, Rees-Unwin et al. 2007, 
Demasi et al. 2007). 
Hieraus ergibt sich die interessante Frage, inwiefern die in der vorliegenden 
Arbeit als differentiell detektierten Proteine typisch für die therapieresistenten 
Tumorstammzellen oder Glucocorticoid-behandelten Zellen sind. Nach 
derzeitigem Stand ist allein für die L-3-Phosphoserin-Phosphatase eine 
verminderte Expression in Folge der Temozolomid-Therapie bekannt (Lamoral-
Theys et a. 2010). Auch in der vorliegenden Arbeit war die L-3-Phosphoserin-
Phosphatase im Rezidivtumor niedriger exprimiert. Aus diesem Grund kann 
nicht ausgeschlossen werden, dass auch die anderen Proteine durch den 






In der vorliegenden Arbeit wurden spezifische Unterschiede in der Expression 
von Proteinen in primären Glioblastomen von Patienten im Vergleich zu deren 
Rezidivtumoren mittels 2D-Gelelektrophorese untersucht. Insgesamt wurden 43 
Proteine als differentiell exprimiert erkannt, von denen mit Hilfe der MALDI-
TOF-Massenspektrometrie sechs genauer charakterisiert wurden. Eine weitere 
Untersuchung mittels Western-Blot-Analyse bestätigte, dass Cathepsin D (eines 
der sechs identifizierten Proteine) tatsächlich auch in den Rezidivtumoren dreier 
weiterer Patienten stärker exprimiert war als in den korrespondierenden 
primären Glioblastomen. Dies zeigt, dass auch die anderen als differentiell 
detektierten Proteine interessante Kandidaten für weitere Untersuchungen sind. 
Zudem bestätigt das Ergebnis, dass die in der vorliegenden Arbeit verwendete 
Methode geeignet ist, um Unterschiede in der Expression von Proteinen 
zwischen den primären Glioblastomen und deren korrespondierenden 
Rezidivtumoren zu detektieren. 
Außerdem fiel auf, dass drei von den sechs identifizierten Proteinen Einfluss auf 
die Motilität von Zellen, insbesondere von Tumorzellen, haben (Tropomyosin 
alpha-3-Kette Isoform 2, Cathepsin D, Nukleosid-Diphosphatkinase A). 
Angesichts dieser Ergebnisse lässt sich spekulieren, dass es in den 
Rezidivtumorzellen zu einer Steigerung der Zellmotilität kommt und sie somit 
stärker ins umliegende Gewebe eindringen können. Um diese Vermutung 
jedoch zu bestätigen, sollten sich an diesem Punkt anschließende 
Untersuchungen mit den Migrations- und Motilitätseigenschaften dieser 
Tumorzellen auseinandersetzen. Eine vergleichende Analyse der 
Wandereigenschaften von Primär- und Rezdivtumorzellen mit Hilfe von 
Invasionsassays ist vorstellbar. Auch eine Anwendung von si-RNA scheint 
sinnvoll. Damit könnten gezielt die Gene der Proteine abgeschaltet und im 
Anschluss wiederum die Motilität der Zellen beurteilt werden. Somit wären 
genauere Aussagen über den Einfluss des einzelnen Proteins möglich. Vor 
alledem sollte jedoch zur Bestätigung der Ergebnisse Western-Blot-Analysen 
der übrigen Proteine und an weiteren Patientenproben erfolgen. Sollten die 
weiteren Untersuchungen bestätigen, dass es in den Rezidivglioblastomen eine 
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Das Glioblastoma multiforme gehört zu den ZNS-Tumoren neuroepithelialen 
Ursprungs. Es zeichnet sich durch ein multiformes Zellbild, einen geringen 
Differenzierungsgrad und eine schnelle Krankheitsprogression aus. Trotz 
mikrochirurgischer Entfernung und anschließender Radiochemotherapie 
entwickeln die Patienten im Durchschnitt nach 7 Monaten einen Rezidivtumor 
und haben eine mittlere Überlebenszeit von 14,6 Monaten. Die Rezidivneigung 
stellt somit ein großes Problem in der Behandlung von Glioblastompatienten 
dar. In früheren Arbeiten konnte nachgewiesen werden, dass die Rezidivtumore 
eine andere Zellzusammensetzung und auch ein aggressiveres 
Wachstumsverhalten als deren Primärformen aufweisen.  
Ziel dieser Arbeit war es zu prüfen, ob mittels 2D-Gelelektrophorese und 
anschließender MALDI-TOF-Massenspektrometrie Unterschiede im 
Proteinexpressionsmuster zwischen Gewebeproben vom Primärtumor eines 
Glioblastoms WHO Grad IV und dem korrespondierendem Rezidivtumor des 




Hierbei wurden mit Hilfe 2D-Gelelektrophorese insgesamt 43 Proteine im 
Primär- und Rezidivglioblastom als differentiell exprimiert erkannt, von denen 
mit Hilfe der MALDI-TOF-Massenspektrometrie sechs genauer charakterisiert 
wurden. Vier der sechs Proteine waren im Rezidivtumor erhöht: EnoylCoA-
Hydratase, ATP-Synthase Untereinheit d, Tropomyosin alpha-3-Kette Isoform 2 
und Cathepsin D. Die anderen zwei waren im Rezidivtumor vermindert: 
Nukleosid-Diphosphatkinase A und L-3-Phosphoserin-Phosphatase. Eine 
weitere Untersuchung mittels Western-Blot-Analyse bestätigte, dass 
Cathepsin D tatsächlich auch in den Rezidivtumoren dreier weiterer Patienten 
stärker exprimiert war als in den korrespondierenden primären Glioblastomen. 
Daraus lässt sich schlussfolgern, dass ebenfalls die anderen als differentiell 
detektierten Proteine interessante Ansatzpunkte für weitere Untersuchungen 
liefern. Zudem bestätigt das Ergebnis, dass die in der vorliegenden Arbeit 
verwendete Methode geeignet ist, um Unterschiede in der Expression von 
Proteinen zwischen den primären Glioblastomen und deren 
korrespondierenden Rezidivtumoren zu detektieren. 
Als mögliche Ursache für die veränderte Proteinexpression in den 
Rezidivtumoren sollten die Therapiemaßnahmen nach der Resektion des 
Primärglioblastoms in Betracht gezogen werden. Hierbei spielt die Selektion 
therapieresistenter Zellen infolge der Chemotherapie und Bestrahlung eine 
entscheidende Rolle. Diese machen im Rezidivglioblastom einen größeren 
Anteil der Tumorzellmasse aus und könnten, durch ihr von den 
therapiesensiblen Tumorzellen abweichendes Proteinmuster (beispielsweise 
die höheren Aktivitäten von DNA-Reparaturenzymen), zur Veränderung des 
detektierten Proteoms beitragen. 
Die Literaturrecherche ergab, dass drei der sechs identifizierten Proteine 
Einfluss auf die Motilität von Tumorzellen nehmen. Eine gesteigerte Zellmotilität 
in den Zellen des Rezidivtumors könnte das veränderte aggressivere 
Wachstumsverhalten im Vergleich zum Primärtumor erklären. Weitere 
Untersuchungen sollten sich demnach auf die Motilitätseigenschaften der 
Tumorzellen konzentrieren. Wobei wiederum ein Vergleich zwischen Primär- 
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